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O consumo de suplementos por atletas e praticantes de atividade física tem se tornado cada vez 
mais frequente, motivado pela busca por melhores resultados nas diversas modalidades 
esportivas. Em especial, os compostos bioativos estão sendo amplamente estudados para 
melhora na recuperação e no desempenho fisico desta população. Probióticos também têm sido 
consumidos por esportistas visando diversos desfechos relacionados ao equilíbrio da 
microbiota. Desta forma, o presente trabalho propõe o desenvolvimento e avaliação de um 
produto combinando diferentes compostos com propriedades funcionais de interesse para 
atletas, a fim de verificar a estabilidade destes compostos na matriz alimentar proposta durante 
digestão simulada, a disponibilidade dos compostos fenólicos presentes e a viabilidade do 
probiótico adicionado. O produto desenvolvido consiste em uma bebida láctea adicionada de 
whey protein, probiótico e suco de romã (Punica granatum L.). Dentre os sete probióticos 
testados para a formulação do produto, foi selecionada a cepa Bifidobacterium animalis subsp. 
lactis (BB12), que sobreviveu à exposição ao suco de romã em contagens adequadas (< 7log 
UFC/mL) e apresentou alta manutenção das contagens em teste in situ após 28 dias de 
armazenamento. O suco de romã apresentou como compostos majoritários punicalaginas, ácido 
elágico e seus derivados. Apesar da adição do suco de romã não haver promovido aumento 
estatisticamente significativo na concentração de fenólicos já presentes na base láctea, gerou 
aumento da atividade antioxidante, com valores estatisticamente significativos para todos os 
métodos testados, exceto ORAC. Durante as simulações da digestão gastrointestinal foram 
observados alta sobrevivência da cepa probiótica BB12 durante todas as fases da digestão e 
aumento nas concentrações de fenólicos (duas vezes maior que a concentração inicial), 
possivelmente resultante da quebra da ligação destes compostos com proteínas lácteas que 
ocorrerem durante a elaboração do produto. No teste de disponibilidade, o conteúdo dialisado 
apresentou aproximadamente 197,7mg EAG/L, mostrando que parte dos compostos fenólicos 
da bebida estavam disponíveis para absorção nestas condições. Amostras provenientes da 
digestão simulada analisadas cromatograficamente indicam uma possível conversão das 
punicalaginas em derivados do ácido elágico. Após otimização sensorial, o produto apresentou 
índice de aceitabilidade de 86,2%, estando acima do índice mínimo recomendado de 70%. 
Considerando os resultados obtidos, a bebida probiótica desenvolvida mostrou manutenção da 
cepa probiótica em contagens adequadas e apresentou grande quantidade de compostos 
fenólicos, o que possibilita o cumprimento do apelo funcional atribuído. Apesar dos resultados 
favoráveis encontrados, o estudo da disponibilidade dos compostos fenólicos em matrizes 
lácteas ainda é um desafio devido às suas interações com as proteínas do leite. 
 





The consumption of supplements by athletes and practitioners of physical activity has become 
more frequent motivated by the search for better results in various sports modalities. In 
particular, bioactive compounds are being extensively studied to improve recovery and physical 
performance of this population. Probiotics have also been consumed by athletes aiming at 
various outcomes related to the balance of the microbiota. In this way, the present work 
proposes the development and evaluation of a product combining different compounds with 
functional properties of interest for athletes, in order to verify the stability of these compounds 
in the proposed food matrix during simulated digestion, the disponibility of phenolic 
compounds present and the viability of the probiotic added. The product developed consists of 
a dairy beverage with added whey protein, probiotic and pomegranate juice (Punica granatum 
L.). Among the seven probiotics tested for the product formulation, was selected the strain 
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB12), which survived to the exposure to pomegranate 
juice at appropriate counts (< 7log CFU/mL) and showed high maintenance of counts at in situ 
test after 28 days of storage. The study of the pomegranate juice showed as major compounds 
punicalagins, ellagic acid and its derivatives. Although the addition of pomegranate juice did 
not promote a statistically significant increase in the concentration of phenolics on the milk 
base, the addition of juice generated an increase in antioxidant activity, with values statistically 
significant for all methods tested, except ORAC. During the digestion simulations, was 
observed high survival of the probiotic strain BB12 in all phases and an increase in phenolic 
concentrations (twice the initial value), possibly due the break in bond between milk proteins 
and these compounds that occur during product elaboration. In the bioavailability test, the 
dialysate content presented approximately 197.7mg GAE/L, showing that a fraction of the 
phenolic compounds from beverage was available for absorption under these conditions. 
Samples from the simulated digestion analyzed by chromatography indicate a possible 
conversion of the punicalagins into ellagic acid derivatives. After sensorial optimization, the 
product had an acceptability index of 86.2%, being above the recommended minimum index of 
70%. Considering all results obtained, the developed probiotic beverage showed a maintenance 
in probiotic strain with adequate counts and great amount of phenolic compounds, which allows 
the fulfillment of the functional appeal.Despite the favorable results found, the study of the 
disponibility of phenolic compounds in milk matrices is still a challenge due to their interactions 
with milk proteins. 
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A suplementação alimentar é uma prática adotada por diversas populações para 
complementar a dieta, seja pela deficiência de um determinado componente alimentar ou pelo 
aumento da demanda por um nutriente(CFN, 2005); situação comumente encontrada, por 
exemplo, na população de atletas. Esta prática, em alguns casos, tem suporte científico e pode 
atuar tanto na melhora do desempenho físico quanto na recuperação do atleta (DAMIRCHI; 
ZAREEI; SARIRI, 2015; MASON et al., 2015; SMITH; HOLMES; MCALLISTER, 2015; 
WILLIAMS, 2005). O consumo de suplementos por atletas e praticantes de atividade física tem 
sido cada vez mais frequente, conforme observado por Striegel et al. (2006). Em seu trabalho 
com atletas profissionais, os autores mostraram que 64,4% utilizavam suplemento nutricional 
e a maioria destes eram prescritos por médico. 
Usualmente, um suplemento alimentar possui um nutriente específico (vitaminas, 
minerais, aminoácidos) ou consiste em uma combinação destes e deve consistir em alimento 
não convencional da dieta do atleta para ser considerado um suplemento (ARAÚJO; 
ANDREOLO; SILVA, 2002). Os suplementos são atualmente divididos pela legislação 
brasileira em 6 categorias, a saber: hidroeletrolítico, energético, proteico, suplemento para 
substituição parcial de refeições, suplemento de creatina, suplemento de cafeína (BRASIL, 
2010). Os suplementos proteicos são especialmente populares e sua utilização é antiga, 
possuindo registros desde as Olimpíadas da Grécia Antiga (ZAMBÃO; ROCCO; HEYDE, 
2015). Além disso, seu uso é amplamente indicado pois  a necessidade proteica dos indivíduos 
é aumentada pelo exercício físico, sendo recomendado um incremento no consumo deste 
nutriente para atletas de força em 50-100%, tomando como base a quantidade indicada para 
indivíduos sedentários (MAUGHAN; DEPIESSE; GEYER, 2007). 
Os alimentos funcionais estão surgindo como uma nova opção de suplementação para 
estes indivíduos, sendo este consumo encorajado pelas pesquisas científicas (SPRIET, 2014). 
Uma revisão recente, publicada por Sellami et al. (2018) destacou algumas das espécies 
vegetais mais consumidas por atletas, associando sua funcionalidade a grande quantidade de 
compostos bioativos presentes. 
Neste contexto podemos citar a romã, um fruto que tem sido indicado como importante 
fonte de antioxidantes, devido à presença de quantidades significativas de polifenóis. A 
suplementação de atletas com suco de romã também tem sido proposta em diversas trabalhos, 
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mostrando o potencial de uso do fruto por esta população (MACHIN et al., 2014; PANZA; 
DIEFENTHAELER; SILVA, 2015; TROMBOLD et al., 2010, 2011). Adicionalmente, os 
compostos fenólicos foram classificados com prebióticos podendo ser metabolizados por 
microrganismos, tais como probióticos, cujos metabolitos oferecem benefícios a saúde do 
indivíduo (Gibson et al., 2017). 
O uso de probióticos por atletas também tem sido cada vez mais frequente. Estas 
espécies são consideradas funcionais, uma vez que existem fortes evidencias científicas de 
algumas funções metabólicas do consumo destas cepas (ROBERFROID, 2000). Uma pesquisa 
recente mostrou que na Austrália, dentre 765 adultos acima de 35 anos, 30% consumiam 
probióticos como suplemento, sendo que 15% justificaram o uso deste suplemento para 
aumento da performance esportiva (PERUCHOT; WILLIAMS; REABURN, 2017). 
Os produtos simbióticos (que possuem probióticos e prebióticos) desempenham um 
papel na homeostase da microbiota, um sistema relacionado a regulação de diversos processos 
metabólicos da saúde e do vigor físico (CLANCY et al., 2006; GIBSON et al., 2017). 
As evidências científicas existentes na literatura têm impulsionado o mercado de 
produtos funcionais e a população de praticantes de atividade física é um dos principais alvos 
deste mercado. Adicionalmente, estudos com a formulação de novos produtos também têm 
impulsionado este mercado. Cabe destacar, por exemplo, os produtos adicionados de whey 
protein (ANTUNES; CAZETTO; BOLINI, 2004; ANTUNES; CAZETTO; ABOLINI, 2005; 
BARUZZI et al., 2017; SEYHAN; YAMAN; ÖZER, 2016) e romã ou extratos do fruto 
(ARJMAND, 2011; GONZÁLEZ-MOLINA; MORENO; GARCÍA-VIGUERA, 2009; 
KAVAS; KAVAS, 2016; MAHAJAN; BHAT; KUMAR, 2015). O crescimento desta classe de 
alimentos, também chamados “designer foods” (DULLIUS; GOETTERT; DE SOUZA, 2018) 
mostra não só a crescente preocupação por parte da população com a saúde e bem-estar, mas a 
aplicação dos achados científicos na indústria e, consequentemente,  a importância e 











Os benefícios relatados na literatura estão relacionados ao uso de probióticos, whey 
protein e componentes da romã de forma isolada. Sabe-se que a nutrição é um processo 
complexo no qual são inúmeros os fatores norteadores ou dispersores do desfecho “saúde” e 
“qualidade de vida”. Componentes alimentares atuam de forma sinérgica no metabolismo, 
podendo ser potencializados quando em determinadas combinações ou ter ações inibidas por 
outros componentes específicos. A falta do conhecimento deste sinergismo pode comprometer 
a funcionalidade dos componentes ingeridos, causando impactos na saúde, na economia, devido 
a apresentação de um produto ineficaz e na pesquisa científica, cujos achados passam a ser 
questionados.  
Desta forma, avaliar a estabilidade destes componentes num mesmo produto é um dos 
passos para garantir que a funcionalidade proposta dos compostos alimentares de fato ocorra 




1.1.1. Objetivo geral 
O presente projeto de pesquisa propõe o desenvolvimento de uma bebida láctea 
contendo concentrado proteico do soro do leite, suco de romã (Punica granatum L) e probiótico, 
visando associar os benefícios destes ingredientes/componentes em um só produto destinado 
para esportistas. 
 
1.1.2. Objetivos específicos 
Os objetivos específicos propostos para este projeto compreendem: 
 Caracterização do suco de romã obtido por extração do fruto Punica granatum 
L (variedade Wonderful) em despolpador de frutas industrial; 
 Seleção da cultura probiótica comercial ideal para aplicação em bebida láctea 
esportiva contendo whey protein e suco de romã; 
 Otimização sensorial e avaliação da bebida láctea esportiva proposta; 
 Caracterização físico-química e microbiológica da bebida láctea esportiva 
otimizada e acompanhamento da vida de prateleira; 
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 Digestão simulada (in vitro) da bebida láctea esportiva otimizada; 
 Determinação de compostos fenólicos, potencial antioxidante e disponibilidade 




A base láctea é favorável para obtenção de bebida para esportistas, com adequada 




2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
 
2.1. ALIMENTOS FUNCIONAIS  
 
O conceito de “deixar o alimento ser seu medicamento” defendido por Hipócrates, 
apesar de antigo, tem sido um dos maiores objetivos e desafios da Nutrição Humana. Apesar 
de todo alimento apresentar a funcionalidade de nutrir, nem todo alimento é considerado 
funcional, uma vez que o termo está intimamente relacionado aos efeitos fisiológicos do 
composto em questão, que pode ou não ter também o papel de nutriente (ROSS, 2000). 
Este papel nutritivo dos alimentos e sua relação com a saúde e a doença ganhou 
força a partir do século XX com a descoberta de diversos micronutrientes e com a criação de 
algumas legislações voltadas a alimentação e nutrição (HASLER, 2002). 
A década de 80 foi marcada com o surgimento dos primeiros regulamentos sobre 
alimentos funcionais. Surgiram então diversas diretrizes para definição e controle desta classe 
de alimentos. Os denominados FOSHU – Foods for Specified Health Uses, no Japão, em 1980, 
foram definidos como alimentos contendo ingrediente com funções para a saúde e cujos efeitos 
no corpo humano estejam oficialmente aprovados. A legislação japonesa é ainda mais 
específica, incluindo como desfechos do consumo regular de FOSHU o controle da pressão 
arterial e do colesterol alto (JAPÃO, 1980). 
No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) define que o 
alimento ou ingrediente funcional deve produzir, adicionalmente ao efeito nutritivo, efeitos 
metabólicos, fisiológicos ou benéficos à saúde e deve ser seguro para consumo sem supervisão 
médica (BRASIL, 1999). 
O advento dos funcionais tem despertado também o interesse de grandes empresas 
no ramo alimentício, agregando valor a produtos e ampliando o mercado da alimentação 
saudável. O desenvolvimento deste tipo de produto, inclusive, vem recebendo mais 
investimento do que os alimentos orgânicos ou do que o setor de segurança dos alimentos, por 
exemplo, com um aumento de vendas de até 20% ao ano, a partir dos anos 90 (HASLER, 2002). 
As novas funções biológicas atribuídas ao uso de compostos funcionais tem sido 
especialmente direcionadas aos praticantes de atividade física, que representa hoje um nicho de 
mercado para produtos funcionais (CARVALHO et al., 2017; SENCHINA, 2013). O uso de 
certos compostos bioativos por estes indivíduos tem sido encorajado pela literatura científica, 
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uma vez que podem contribuir para melhora no desempenho físico e na recuperação pós 
exercício (DAMIRCHI; ZAREEI; SARIRI, 2015; SPRIET, 2014). 
Apesar de atualmente determinadas definições relacionadas aos alimentos 
funcionais apresentarem solidez, alguns órgãos governamentais apresentam dificuldade em 
regulamentar tais produtos, como é o caso da Food And Drug Administration (FDA) e União 
Europeia. A União Europeia regulamentou em 2006 as alegações de nutrição e saúde dos 
alimentos, mas os grupos destacados não incluem os alimentos funcionais, cuja definição é 
apresentada pela European Food Safety Authority (EFSA) (CASTILLO; IRIONDO-
DEHOND; MARTIROSYAN, 2018; EUROPEAN UNION, 2006). Diferentemente, a FDA 
nem possui uma definição exclusiva para alimentos funcionais (CASTILLO; IRIONDO-
DEHOND; MARTIROSYAN, 2018). A falta de uma legislação obriga que estes produtos se 
adequem as legislações já existentes para medicamentos e alimentos (ROSS, 2000). A linha 
que diferencia um fármaco de um composto alimentar, para alguns compostos químicos, é tênue 
e muitas vezes atrapalha a correta classificação de um produto funcional. Ademais, são pouco 
conhecidas as interações de muitos compostos funcionais com outros componentes alimentares 




O conceito dos probióticos foi introduzido por Metchnikoff, por volta de 1907, 
embora o referido termo só tenha sido apresentado na literatura em 1965 (LILLY; 
STILLWELL, 1965). Na definição mais atual de probióticos, apresentada pela Food and 
Agricultural Organization – FAO/WHO, atualizada em 2014 tem-se que probióticos são 
“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem 
benefícios a saúde do hospedeiro” (HILL et al 2014).   
Apesar desta definição muito se tem descoberto sobre os benefícios à saúde 
relacionados ao consumo de probióticos. Tem-se achado funções para estes microrganismos 
inclusive em condições de inativação destas culturas, podendo ser então denominados “ghost-
probiotics”, “postbiotics” ou paraprobióticos (AGUILAR-TOALÁ et al., 2018; SHIGWEDHA 
et al., 2015; TAVERNITI; GUGLIELMETTI, 2011). 
Os benefícios comprovados oriundos do consumo de probióticos estão relacionados 
a homeostase da microbiota intestinal que é reguladora de diversos processos metabólicos, e 
consequente manutenção da saúde e do vigor físico (CLANCY et al., 2006; CODELLA; LUZI; 
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TERRUZZI, 2017; YU; LI, 2016). Os demais benefícios são dependentes da cepa utilizada, 
mas podem incluir o combate a desordens intestinais, respiratórias, efeitos anti-hipertensivos e 
hipocolesterolêmicos, assim como estímulo do sistema imune (ÖZER; KIRMACI, 2010; 
SHARMA; VISWANATH; PARK, 2018; SHIBY; MISHRA, 2013; VANDENPLAS; HUYS; 
DAUBE, 2015). Em atletas e modelos experimentais de exercício físico têm se observado uma 
diminuição da incidência e duração de infeções gastrointestinais, respiratórias e cutâneas (COX 
et al., 2010; HAYWOOD et al., 2014; WEST et al., 2014) e proteção contra a supressão do 
sistema imune, causado pelo exercício exaustivo (LOLLO et al., 2012; NICHOLS, 2007; 
WEST et al., 2009). 
Mais recentemente, uma interação entre a microbiota e o sistema nervoso, 
denominado “eixo intestino-cérebro” tem atraído a atenção da comunidade científica. O 
desbalanço da microbiota intestinal (chamado de disbiose) tem sido relacionado a diversos 
transtornos, incluindo desordens do sono, humor e doenças relacionadas ao cérebro (KERRY 
et al., 2018; MARTIN et al., 2018). É importante salientar que todas estas desordens são 
especialmente reportadas por atletas de alto rendimento devido ao grade nível de estresse físico 
e psicológico ao qual são submetidos (NIEMAN, 2000; OLIVEIRA; BURINI, 2011). 
O desenvolvimento de produtos probióticos tem como suporte as evidências 
científicas e a busca da sociedade por uma alimentação balanceada e mais saudável. Apesar das 
fortes evidências fisiológicas relacionadas ao consumo de probióticos, há o desafio tecnológico 
na incorporação de cepas probióticas em determinados alimentos, tais como os derivados de 
vegetais (sucos, extratos, por exemplo) (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002). Neste cenário, 
os estudos científicos vêm crescentemente contribuindo com informações para a seleção da 
melhor cepa e matriz vegetal que proporcione um produto funcional (MUSTAFA et al., 2016). 
 
2.3. WHEY PROTEIN 
 
O whey protein ou proteínas do soro do leite é obtido durante o processo de 
fabricação do queijo, sendo um resíduo desta indústria. Anteriormente era descartado, mas a 
partir da década de 70 começaram a surgir as primeiras pesquisas sobre este material que 
despertou o interesse da comunidade cientifica. 
Quimicamente, as proteínas do soro do leite possuem certa estabilidade estrutural 
por conta de seu formato globular e da presença de pontes de dissulfeto. São altamente 
digeríveis e rapidamente absorvidas, sendo classificadas como proteínas de rápida 
26 
 
metabolização ou rapid fast metabolizing proteins (SGARBIERI, 2004). Os principais 
peptídeos que compõem o soro são beta-lactoglobulina (50%), alfa-lactoalbumina (20%); 
albumina do soro bovino (10%); imunoglobulinas, glicomacropeptídeo e outras subfrações. 
(HARAGUCHI; DE ABREU; DE PAULA, 2006; KORHONEN; MARNILA, 2013). 
O whey protein pode ser principalmente obtido em laboratório ou na indústria das 
seguintes formas: (i) por coagulação enzimática das caseínas, no qual são gerados o queijo e o 
“soro doce”; (ii) pela precipitação ácida das caseínas, gerando caseinatos e o “soro ácido”; (iii) 
por microfiltração da caseína, na qual se obtém o concentrado de caseína e um concentrado ou 
isolado proteico (SGARBIERI, 2004). 
 Inicialmente, os benefícios associados ao consumo estavam especialmente ligados 
ao tratamento e prevenção de condições gastrointestinais mas as evidências atuais apontam para 
outros diversos efeitos na saúde humana, incluindo modulação da adiposidade e melhora do 
desempenho físico de atletas e praticantes de atividade física (HARAGUCHI; DE ABREU; DE 
PAULA, 2006). Enquanto alguns estudos não foram capazes de demonstrar as vantagens no 
uso de suplementos tais como whey protein (MITCHELL et al., 2015; REIDY et al., 2017; 
WEINHEIMER et al., 2012) outros relacionaram os benefícios do isolado/concentrado proteico 
do soro de leite à síntese e recuperação muscular (DEWANSINGH et al., 2018; GARLICK, 
2005; TIPTON et al., 2004, 2006). 
Além de seu alto valor biológico, o whey protein apresenta em sua composição 
peptídeos bioativos, que atuam como agentes antimicrobianos, anti-hipertensivos, reguladores 
da função imune e como fatores de crescimento (KORHONEN; MARNILA, 2013). 
Cabe destacar também as funções tecnológicas atribuídas ao uso de whey protein, 
principalmente na produção de alimentos. Em iogurtes, por exemplo, a adição de whey protein 
concentrado foi capaz de modificar aspectos como textura, estabilidade à dessoragem e tempo 
de fermentação (ANTUNES; CAZETTO; BOLINI, 2004). Estudos indicam que a adição de 
whey protein em produtos probióticos tem papel benéfico sobre a manutenção das cepas, uma 
vez que pode atuar como fator de crescimento e/ou protetor para algumas espécies (ANTUNES; 









Os antioxidantes são moléculas estáveis que agem como doadoras de elétrons, 
neutralizando moléculas que possuem radicais livres. Estes radicais livres, quando em excesso, 
são prejudiciais ao metabolismo causando danos musculares e às estruturas celulares, levando 
ao chamado “estresse oxidativo” (AGUIAR-SILVA et al., 2002; CAROCHO; FERREIRA, 
2013).  
Os antioxidantes podem ter origem endógena, ou seja, proveniente do próprio 
metabolismo do indivíduo, como é o caso da glutationa e do ácido úrico, ou ter origem exógena, 
sendo obtido principalmente por meio da alimentação, como as vitaminas C e E e os compostos 
fenólicos (CAROCHO; FERREIRA, 2013; LOBO et al., 2010). 
As espécies antioxidantes são estudadas desde o final do século XIX para fins 
industriais, nas áreas de corrosão, produção da borracha e combustíveis (LOBO et al., 2010). O 
papel biológico das substâncias antioxidantes foi inicialmente aplicado na prevenção da 
oxidação de gorduras, mas a descoberta do papel antioxidante das vitaminas E revolucionou 
este campo de estudo, momento no qual começaram a explorados os possíveis mecanismos de 
ação destes compostos (LOBO et al., 2010).  
A partir do conhecimento do papel do antioxidante na bioquímica dos seres vivos, 
iniciaram-se os estudos da aplicação destes compostos para fins de tratamento e prevenção de 
doenças que apresentam radicais livres em seu desenvolvimento. O consumo de antioxidantes 
é hoje indicado em diversas ocasiões, com fortes evidências de benefícios a saúde, sendo 
atrelado ao tratamento e prevenção de doenças neurodegenerativas, estresse e envelhecimento 
(SINDHI et al., 2013) além de doenças cancerígenas e cardíacas (CÖMERT; GÖKMEN, 2018).  
Em especial, a suplementação de atletas com compostos antioxidantes vem sendo 
amplamente discutida na literatura, uma vez que o exercício intenso naturalmente aumenta a 
produção de radicais livres no organismo (URSO; CLARKSON, 2003). 
Apesar da literatura ainda apresentar resultados controversos (GLEESON; 
PEDERSEN; NIEMAN, 2004; MYBURGH, 2014; PINGITORE et al., 2015; URSO; 
CLARKSON, 2003) a suplementação com antioxidantes, especialmente polifenóis, pode 
apresentar efeitos positivos para a população fisicamente ativa, diminuindo o estresse oxidativo 
e consequentemente os danos musculares (CARMO et al., 2013; MALAGUTI; ANGELONI; 




2.4.1. COMPOSTOS FENÓLICOS 
 
Os compostos fenólicos consistem em espécies orgânicas originários do 
metabolismo secundário de plantas (fitoquímicos) e desempenham papel antioxidante, 
protegendo o vegetal da deterioração (KARAKAYA, 2010) relacionada às espécies reativas 
geradas em função de diferentes condições adversas, tais como raios UV, ataque de patógenos 
e danos estruturais que podem levar a condição de estresse oxidativo.   
Os fenólicos fazem parte de uma família de compostos, denominados polifenóis 
(Figura 1), na qual se destacam os ácidos fenólicos, os flavonoides, os estilbenos e as lignanas, 
divididos de acordo com a estrutura química (MYBURGH, 2014). Cerca de 8000 polifenóis já 
foram identificados e, apesar de divididos em diferentes classes, possuem um anel aromático 
unido a pelo menos uma hidroxila como característica estrutural comum (PAREDES-LÓPEZ 
et al., 2010; SANTHAKUMAR; BATTINO; ALVAREZ-SUAREZ, 2018). 
Estes compostos apresentam efeitos biológicos e benéficos a saúde humana, 
destacando sua atividade antioxidante, anticancerígena, anti-inflamatória e antimicrobiana 
(MURPHY et al., 2012; SANTHAKUMAR; BATTINO; ALVAREZ-SUAREZ, 2018). A 
popularização da suplementação com estes compostos pode ser atribuída, não só a estes efeitos 
benéficos, mas também ao fato de que, mesmo em uma dieta saudável, é difícil atingir as doses 
indicadas pelos estudos científicos, uma vez que estes compostos se apresentam nos vegetais 
em pequenas quantidades (MURPHY et al., 2012; MYBURGH, 2014). 
Os benefícios do consumo de compostos fenólicos por praticantes de atividade têm 
sido estudados tanto do ponto de vista metabólico quanto do ponto de vista do desempenho, e 
tem mostrado resultados divergentes, principalmente devido as diferenças de protocolos 
(MYBURGH, 2014; SELLAMI et al., 2018). Entretanto, o que se sabe é que a suplementação 
de atletas com produtos vegetais ricos em compostos fenólicos está relacionada principalmente 
a proteção e recuperação do dano muscular causado pelo exercício (CARMO et al., 2013; 
































Figura 1. Esquema dos principais compostos fenólicos, adaptado de PAREDES-LÓPEZ et al. (2010). 
 
Outros benefícios relacionados ao consumo de fenólicos estão relacionados a 
modulação da microbiota. Estes compostos foram recentemente classificados como prebióticos, 
sendo que podem ser metabolizados por microrganismos hospedeiros, como os probióticos, 
oferecendo benefícios para a saúde do indivíduo através da produção de metabólitos (GIBSON 











































2.4.2. ROMÃ (Punica granatum L.) 
 
O fruto romã é uma espécie vegetal pertencente à família Lythraceae (anteriormente 
incluída em Punicaceae) e ao gênero Punica. Apresenta um aspecto globular (Figura 2), 
geralmente do tamanho de uma laranja, composta por casca amarela ou avermelhada e muitas 
sementes internas, cobertas por uma membrana expressa (SANTOS et al., 2010). Pode ser 
consumido tanto de forma direta, consumindo a polpa que envolve as sementes, quanto em 
forma de suco. 
  Os frutos são amplamente cultivados no Mediterrâneo e na China, com melhor 
desenvolvimento em regiões áridas e entre os meses de setembro a fevereiro (TROMBOLD et 
al., 2010). Os registros mais antigos do consumo de romã datam do terceiro milênio a.C, 
provenientes de fontes cuneiformes da Mesopotâmia, sendo também citada na Bíblia 
(SKINNER; HUNTER, 2013). 
No Brasil, o romã tem despertado o interesse de produtores da região do Nordeste, 
uma vez que apresenta condições ideais para o cultivo. Um dos maiores pomares do fruto 
encontra-se na Paraíba e apresenta as variedades ‘Molar’ e ‘Wonderful, importadas da 











Figura 2. Anatomia do fruto romã (Punica granatum L.), adaptado de christcenteredanr.com 
 
Os fitoquímicos presentes no fruto têm sido amplamente estudados uma vez que o 
romã se destaca pelo grande potencial antioxidante, apresentando alta concentração de 
polifenóis: em média 3.8 mg EAG/mL. Esta quantidade é superior ao de frutas já reconhecidas 
31 
 
como fontes de antioxidantes, como por exemplo a laranja, o cranberry, o blueberry, a uva e o 
açaí, que apresentam em média entre 0.46–2.6 mg EAG/mL (FU et al., 2011; SEERAM et al., 
2008; TEZCAN et al., 2009; VINI; SREEJA, 2015). Os principais compostos fenólicos 
presentes no romã estão apresentados na Figura 3 e consistem em antocianinas (delfinidina, 
cianidina), os ácidos fenólicos (caféico, catequínico,  elágico, gálico) e taninos (punicalagina) 
(JARDINI; MANCINI FILHO, 2007). 
Além de sua propriedade antioxidante, sua popularidade está relacionada também 
à sua riqueza nutricional e às potenciais atividades antimicrobianas, antivirais e anticâncer 
atribuídas ao fruto (KARIMI; SADEGHI; KOKINI, 2017; KHARCHOUFI et al., 2018). 
TURRINI et al. (2015) inclusive discutem as evidências relacionadas ao papel 
quimiopreventivo e de ação anticâncer direta da romã, indicando diversos estudos in vitro e in 
vivo  que suportam estas afirmações. 
 
Figura 3. Estrutura química dos principais compostos fenólicos presentes na romã (Punica granatum L.) 
(GONZÁLEZ-MOLINA; MORENO; GARCÍA-VIGUERA, 2009) 
 
O uso medicinal do romã tem registro desde a Grécia Antiga, por Hipócrates, para 
o tratamento de diversas condições tais como doenças pulmonares e como antiemético 
(SKINNER; HUNTER, 2013). Os testes experimentais mais atuais indicam um efeito protetor 
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dos compostos fenólicos do romã na aterogênese, inflamação e positivo para o sistema 
antioxidante endógeno (JARDINI; MANCINI FILHO, 2007). 
Em atletas, a suplementação com compostos provenientes do romã tem sido 
estudada, com a indicação de diversos efeitos positivos relacionados a danos musculares e 
recuperação de força (CARMO et al., 2013; TROMBOLD et al., 2010, 2011). 
 
  
2.5. BEBIDA LÁCTEA ESPORTIVA 
 
A definição de novas funções biológicas para os compostos alimentares advindas 
das pesquisas na área da ciência dos alimentos impulsiona o mercado de desenvolvimento de 
suplementos e a alimentos desenhados para atletas e praticantes de atividade física, que hoje 
contam com uma oferta variada de produtos.   
Os benefícios associados ao consumo de compostos funcionais tais como 
antioxidantes e probióticos têm despertado o interesse desta população, podendo contribuir em 
diversos aspectos da saúde e metabolismo. Estudos têm mostrado uma atuação direta e indireta 
destes compostos nos principais desafios metabólicos associados ao exercício físico, tais como 
estresse oxidativo (CARMO et al., 2013; PINGITORE et al., 2015; PISOSCHI; POP, 2015) 
desordens do sistema respiratório (HAYWOOD et al., 2014; MIZOCK, 2015; VIUDA-
MARTOS; FERNÁNDEZ-LÓAEZ; PÉREZ-ÁLVAREZ, 2010; WEST et al., 2014), desordens 
do sistema gastrointestinal (COX et al., 2010; KEKKONEN et al., 2007) e dano muscular 
(MACHIN et al., 2014; SOUSA et al., 2017). 
Os produtos probióticos hoje consistem principalmente em produtos lácteos devido 
a facilidade de incorporação e manutenção da cepa nesta matriz. A incorporação dos probióticos 
aos produtos lácteos é tão expressiva que em 2005, 60% dos iogurtes comercializados nos 
Estados Unidos apresentavam alguma cepa probiótica em sua composição (CHAMPAGNE; 
GARDNER; ROY, 2005).   
Apesar do forte estabelecimento das matrizes lácteas para a veiculação dos 
probióticos, existe um movimento na tecnologia de alimentos que busca matrizes alternativas 
para adição de probiótico tais como os sucos vegetais. Essa adição se mostra benéfica, tanto 
para atingir as populações que não podem consumir lácteos (tais como intolerantes à lactose ou 
alérgicos a proteína do leite) quanto para agregar novos nutrientes e compostos funcionais a um 
produto probiótico (MUSTAFA et al., 2016).  
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Uma das principais preocupações acerca do desenvolvimento destes novos produtos 
é a manutenção e sobrevivência da cepa no veículo/matriz utilizada (RANADHEERA; 
BAINES; ADAMS, 2010), uma vez que a maioria das funções hoje atribuídas aos probióticos 
se referem a ação das células viáveis (REID, 2016). Neste cenário, a incorporação de 
probióticos a sucos de frutas representa um grande desafio tecnológico, principalmente ao 
considerar que muitos vegetais apresentam compostos com atividade antimicrobiana, que 
podem ser impeditivas para a sobrevivência da cepa. Ademais, do ponto de vista funcional, no 
desenvolvimento de um produto é essencial garantir que a junção de vários componentes não 
seja prejudicial a acessibilidade, disponibilidade e ação destes compostos bioativos no 
metabolismo.  
A bebida láctea esportiva proposta neste trabalho, seguindo esta tendência, busca 
representar uma opção de produto funcional para esta população, agregando compostos 
bioativos, cujos efeitos individuais estão extensamente descritos na literatura. A bebida láctea 
esportiva agrega probióticos, whey protein e suco de romã, compostos relacionados na literatura 
científica com as necessidades metabólicas do indivíduo fisicamente ativo.  
Um estudo anterior realizado pelo nosso grupo de trabalho relatou o potencial 
funcional deste produto, no qual a suplementação com a bebida promoveu melhora na barreira 
funcional a manutenção do interespaço das vilosidades intestinais em ratos Wistar submetidos 
a exercício agudo (CHAVES et al., 2018). Além disso, essa suplementação tendeu a manter o 
equilíbrio natural da microbiota de ratos, com maiores proporções de Lactobacillus ssp. e 













3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
A Figura 4 destaca sequencialmente as etapas executadas no presente projeto. 
 
 
Figura 4. Fluxograma das etapas do projeto. 
 
3.1. Obtenção do suco de romã 
 
Devido a sazonalidade da fruta (encontrada no mercado brasileiro nos meses de 
setembro a fevereiro) e a fim de garantir que todo o projeto utilizasse um fruto proveniente do 
mesmo produtor e da mesma safra, foi adquirida e processado 180 Kg de romã (Punica 
granatum L., variedade ‘Wonderful’) importada da Califórnia (EUA) e comprada no CEASA 
de Campinas, São Paulo, Brasil. O processamento dos frutos (Figura 5) foi realizado no 
Laboratório de Técnica Dietética da Faculdade de Ciências Aplicadas da Unicamp em Limeira, 
São Paulo. Foram realizados dois tipos de extração: 1) em liquidificador industrial (1,5L/800W 
Skymsen) e 2) em despolpador de frutas industrial (modelo DPT-75, Tomasi) gerando, 
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No primeiro produto obtido, utilizando liquidificador industrial, foi  percebido (por 
parte da equipe) que a quebra das sementes no processo causava prejuízo aos atributos 
sensoriais do suco. Este fato direcionou a mudança do método de extração do suco, que passou 
a ser realizada com despolpador de frutas industrial (modelo DPT-75, Tomasi). Foi utilizado 
no projeto somente o produto resultante da segunda extração, com despolpador de frutas, sendo 
assim todas as análises foram realizadas utilizando esta matéria-prima especificamente. 
Considerando que o produto obtido do despolpamento possuía grande quantidade de fibras 
advindas das membranas carpelares da fruta foi necessário adotar uma etapa adicional para coar 
o material, obtendo como produto final o suco da romã. 
Após extração, o suco foi acondicionado em sacos plásticos, selados e armazenados 
sob congelamento (-20°C) com proteção da luz. 
Um estudo do processamento dos frutos e rendimentos foi conduzido com cálculo 
de amostras representativas (duas caixas escolhidas de forma aleatória), sendo obtidos dados 
de peso bruto (11 unidades inteiras por caixa), peso líquido (frutas após remoção das cascas), 
peso da torta (produto resultante do processamento em despolpador de frutas) e volume do suco 
(produto após ser coado). 
Para uso na formulação da bebida láctea esportiva proposta neste trabalho foi 
realizada a pasteurização do suco em banho-maria, utilizando o binômio tempo x temperatura 












































Romã (Punica granatum L.),  
var. Wonderful (California USA) 
Punica granatum L.) 
Etapa de lavagem do fruto Remoção da casca e membrana 
carpelar 
Coleta de arilos 
Extração do suco em despolpador 
semi industrial 
Separação do suco e sementes 
Passagem do suco em peneira para 
remoção de resíduos de membranas 
Embalagem do suco Selagem 
Suco pronto para armazenamento Pasteurização do suco de romã Suco de romã Pasteurizado 
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3.2. Caracterização do suco de romã 
 
3.2.1. Análises físico-químicas 
 
O suco obtido do processamento dos frutos foi caracterizado quanto ao pH, teor de 
sólidos solúveis, acidez titulável e índice de maturidade do suco. 
Para a determinação do pH foi utilizado potenciômetro digital (mPA-210, MS 
Tecnopon) com leitura direta. O teor de sólidos solúveis foi mensurado em refratômetro portátil 
para açúcares (escala de 0 a 45%, RTA-50, Instrutherm), com leitura direta e resultados 
expressos em ºBrix. A acidez titulável foi medida com titulação potenciométrica (NaOH 0.1N) 
podendo o resultado ser expresso em % ou g de ácido cítrico (ácido majoritário em romãs 
maduras) (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). 
O índice de maturidade foi calculado conforme fórmula descrita por Martínez et al. 
(2006), na qual:  
 
Índice de maturidade (IM) =   sólidos solúveis totais     
                acidez titulável 
 
3.2.2. Composição centesimal 
 
A composição centesimal do suco de romã foi definida avaliando os teores de 
proteínas, açúcares, conteúdo de cinzas e percentual de umidade. 
Para determinação do teor de proteínas, foi utilizado o método Kjeldah (AOAC, 
2016). A umidade foi determinada por secagem em estufa à 105°C  e para análise de cinzas foi 
utilizado o método de incineração em mufla à 545°C (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).  
A determinação do percentual de açúcares da amostra foi realizada por laboratório 
terceirizado (RE-CQ 03.707/16, RE-CQ 03.3334/17; CCQA-ITAL, SP/Brasil). Foi realizada 
análise de HPLC, utilizando cromatógrafo líquido com detector de índice de refração, bomba 
isocrática e forno de coluna equipado com coluna Zorbax Carbohydrate (250x4,6 mm, 5µm, 
Agilent). Para a fase móvel foi empregada acetonitrila:água deionizada (80:20, v/v), filtrada e 
desgaseificada, com vazão da fase em 1,0 mL/min (constante). Os demais parâmetros da análise 
consistiram em: válvula de injeção tipo Rheodyne com loop de 20 µL e temperatura do forno 





3.2.3. Qualidade microbiológica  
 
O suco de romã in natura, obtido no processamento das frutas, foi caracterizado 
quanto à sua qualidade microbiológica para determinar a segurança e a qualidade da matéria-
prima e avaliar a necessidade de pasteurização do produto. Tanto para frutas, produtos de frutas 
e similares, quanto para sucos pasteurizados, a Resolução da Diretoria Colegiada da Anvisa – 
RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, prevê limites de contagem para coliformes a 45ºC e exige 
análise de Salmonella spp. e ausência deste microrganismo em 25mL (BRASIL, 2001).  
Apesar de apenas estes microrganismos serem destacados pela legislação para estes 
produtos, o presente trabalho avaliou também outros microrganismos indicadores de qualidade 
microbiológica. Sendo assim, os microrganismos avaliados nesta etapa foram aeróbios 
mesófilos totais, coliformes à 30-35ºC e à 45ºC, bolores e leveduras, Escherichia coli e 
Salmonella sp. 
Para análise de aeróbios mesófilos foi utilizada a técnica pour plate, com 
plaqueamento em meio de cultura Agar Padrão de Contagem (PCA) e incubação à 35ºC por 
48h (APHA, 2015). 
A contagem de coliformes à 30-35ºC e à 45ºC foi realizada através da técnica de 
tubos múltiplos, com utilização dos Caldos Lauril Sulfato Triptose (LST) na etapa presuntiva, 
incubação à 35ºC por 24-48h e inoculação das amostras positivas em Caldo Verde Brilhante 
(VB) (incubação de 35ºC por 48h), Caldo E. coli (EC) (incubação de 45°C por 24h) e Petrifilm 
EC (incubação de 35ºC por 24h) (APHA, 2015). 
Para bolores e leveduras foi realizada contagem em placa, aplicando a técnica de 
spread plate em meio Sabouraud, com incubação à 25ºC por 5 dias (APHA, 2015) 
 Na análise de Salmonella spp. foi determinada a presença ou ausência do gênero 
por meio do método descrito no Bacteriological Analytical Manual (BAM) da Food and Drug 
Administration (FDA, 2007)  
O método inclui, resumidamente, as etapas de pré-enriquecimento em Caldo 
Lactosado e posterior inoculação da amostra nos meios seletivos Caldo Tetrationato (TT) e 
Caldo Selenito Cistina (SC). Após incubação nos meios seletivos, foi realizado plaqueamento 
diferencial utilizando Ágar Entérico de Hectoen (HE) e Ágar Xilose Lisina (XLD) e verificação 
do crescimento de colônias típicas. Estas colônias, quando presentes, foram inoculadas em 
tubos inclinados com Ágar Lisina Ferro (LIA) e Ágar Tríplice Açúcar Ferro (TSI) e as placas, 
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armazenadas para a etapa de confirmação. Quando observada reação bioquímica típica nestes 
tubos, foi realizada confirmação de presença/ausência de Salmonella spp., por meio de teste 
sorológico polivalente com as colônias das placas de HE e XLD (Probac, Brasil). Todas estas 
etapas exigem incubação à 35°C por 24h cada. 
 
 
3.2.4. Teor e identificação de fenólicos totais  
 
Para determinação do teor de fenólicos totais nas amostras de suco foi utilizado o 
método Folin-Ciocalteau, descrito no trabalho de Singleton et al. (1999) com adaptação para 
microvolumes.  Neste método, o reagente Folin-Ciocalteau oxida os fenolatos, apresentando 
coloração azul na presença de carbonato de sódio, cuja medida é realizada por 
espectofotometria.  
Após descongelamento da amostra (anteriormente armazenada à -20°C) foi 
realizada a diluição em água destilada na proporção de 1:50, com posterior agitação à 13,4 RPM 
por 3 minutos. O sobrenadante foi coletado para análise. 
Em uma microplaca de 96 poços foram adicionados 20µL da amostra, curva padrão 
ou branco (água destilada) e 100µL de Folin-Ciocalteau à 10%. Após 5 minutos foram 
adicionados 75µL de carbonato de sódio à 7,5% e o conteúdo da placa foi levemente agitado 
para homogeneização. A placa foi armazenada para reação por 40 minutos ao abrigo da luz, 
com posterior leitura a 740nm (leitor de microplaca EPOCH/2, Biotek; software Gen5 3.03). 
Para expressão do resultado foram plotados em gráfico os pontos da curva de calibração 
utilizada para obter a equação da reta da análise (concentração e absorbância) e realizados os 
cálculos com base nesta equação considerando as correções de diluição da amostra. 
Utilizando o cromatógrafo UPLC–MS/MS 8040 (Shimadzu, Kyoto, Japan), foi 
realizada a identificação dos compostos fenólicos majoritários no suco de romã. Esta análise 
foi realizada por laboratório parceiro (Thomson Mass Spectrometry Laboratory, 
IQM/UNICAMP). A separação cromatográfica foi realizada em C18 Kinetex 2.6 μm, 3.0 mm 
i.d., coluna 100 mm (Phenomenex, California, US) usando fase móvel binária. Como solventes 
foram utilizados água (solvente A) e acetonitrila acidificada (0,1% ácido fórmico, solvente B). 
Os demais parâmetros de análise consistiram: volume de injeção de 10μL; voltagem capilar de 
-3.5 kV; temperatura do bloco de aquecimento de 500°C; temperatura de dessolvatação de 
250°C; fluxo de gás secante (N2) de 10 L/min; fluxo de gás nebulizador (N2) de 1.5 L/min; 
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pressão do gás de dissociação induzida por colisão (Ar) de 224 kPa. Para cada composto, o 
primeiro dado ESI(-)-MS/MS foi coletado por sua molécula desprotonada [M−H]− e dois dos 
íons dos compostos mais seletivos foram escolhidos por transição MRM usando 20 ms de tempo 
de permanência. Os dados da análise foram obtidos e processados pelo software Labsolution 
(versão 5.53 SP2, Shimadzu). 
 
3.3. Caracterização de outras matérias-primas utilizadas 
 
O leite em pó desnatado utilizado como matéria-prima na produção da bebida láctea 
esportiva também foi caracterizado com relação à sua composição centesimal em analisador de 
leite ultrassônico portátil Ekomilk M (Cap-Lab, Brasil). Os parâmetros analisados foram: % 
gordura, extrato seco desengordurado (ESD), % proteína e densidade. Para esta análise, o leite 
em pó desnatado comercial foi reconstituído em água, conforme proporções descritas no rótulo 
do fabricante (10%, m/v) e a análise realizada em quadruplicata. 
O concentrado proteico do soro do leite (whey protein) utilizado na formulação da 
bebida láctea esportiva foi caracterizado com relação à sua concentração proteica, teor de 
umidade, cinzas, cujos métodos estão descritos no item 3.2.2 e composição microbiológica. 
Na avaliação da composição microbiológica foram realizadas contagens de 
microrganismos indicadores e microrganismos patogênicos segundo a Resolução da Diretoria 
Colegiada da Anvisa – RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), consistindo nas 
análises de aeróbios mesófilos, bolores e leveduras, coliformes a 45ºC e Salmonella spp., 
seguindo os métodos descritos no item 3.2.3 deste trabalho. 
 
3.4. Seleção da cultura probiótica  
 
3.4.1. Culturas microbianas testadas 
 
No total, 8 diferentes culturas probióticas comerciais foram testadas neste trabalho. 
Três culturas pertenciam ao gênero Bifidobacterium, correspondendo às espécies B. animalis 
subsp. lactis (BB12, Chr. Hansen), B. animalis (BLC1, Sacco) e B. animalis (BI07, Danisco). 
As demais culturas pertenciam ao gênero Lactobacillus: L. acidophilus (LA3, Sacco), L. 
rhamnosus (SP1, Sacco), L. casei (BGP93, Sacco), L. paracasei (BGP1, Sacco) e L. plantarum 
(BG112, Sacco). Como cultura starter foi utilizado Streptococcus thermophilus (TA072, 
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Danisco). Todas as culturas foram gentilmente cedidas pelas empresas Sacco, Danisco e Chr-
Hansen. 
Para preparação dos inóculos de probióticos a serem utilizados nos testes, foram 
dissolvidos os conteúdos dos bags (probiótico liofilizado) em leite tipo A integral estéril (1 litro 
para cada bag de probiótico) e em condições de assepsia. Após homogeneização, o conteúdo 
foi deixado em descanso por 2 horas para posterior porcionamento em volumes de 20mL. Estas 
porções foram armazenadas à -20ºC.  
No caso da cultura starter (Streptococcus thermophilus TA072) não foi realizada a 
dissolução em leite, utilizando-se a cultura ativada em leite em pó desnatado reconstituído à 
10% m/v.  
Para confirmar a estabilidade das culturas, durante todo o período de pesquisa foram 
realizadas contagens periódicas dos inóculos armazenados e quando necessário, novos bags das 
culturas foram adquiridos adotando o mesmo procedimento de dissolução e armazenamento. 
 
 
3.4.2. Estudo de condições seletivas de cultivo dos probióticos  
 
Considerando que a bebida láctea esportiva seria composta por probiótico e cultura 
starter, foi necessário um estudo para definir as condições seletivas de cultivo e assim obter 
contagens de todas as culturas de forma isolada. A International Dairy Federation (IDF) e a 
International Organization for Standardization (ISO) através de normas técnicas, recomenda 
condições de cultivo e isolamento para culturas lácticas empregando o meio de cultura MRS 
adicionado ou não de antibióticos e/ou outros inibidores (para Bifidobacterium spp., 
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei e Lactobacillus 
paracasei) (IDF, 2007; IS0, 2010; ISO, 2006, 2010). Para as culturas do gênero Bifidobacterium 
também foi utilizado o meio de cultura TOS-Proprionate agar, com e sem adição de mupirocina 
(CORRY; CURTIS; BAIRD, 2011). Todas as condições de cultivo foram realizadas em 
anaerobiose, utilizando-se jarra de anaerobiose e gás gerador de anaerobiose (Gaspak EZ, BBL) 
à 37°C por 72 horas. A cultura starter S. thermophilus foi semeada nos meios de cultivo ST agar 
e M17 (meios seletivos para essa cultura), com incubação à 37ºC por 48h, em condição de 
aerobiose. A Tabela 1 indica todas as condições de cultivo utilizadas nesta etapa, assim como 
os procedimentos de preparo dos meios de cultura e suplementos utilizados. 
42 
 
As contagens foram feitas em duplicatas e os resultados expressos como log 
UFC/mL. Três ensaios independentes foram realizados para determinar as contagens de cada 
cultura em todos as condições de cultivo testadas. 
Para determinar a taxa de recuperação das culturas foi utilizada a fórmula 
apresentada por Faleiro (2015) A formula prevê a comparação entre a contagem no meio de 
referência (neste caso, o MRS) e o meio seletivo: 
 
TR = CMS     
          CMR  
 
onde TR corresponde à taxa de recuperação, CMS à contagem dos microrganismos 






Tabela 1. Meios de cultura e parâmetros de incubação para seletividade de cepas de Lactobacillus, Bifidobacterium e Strepctococcus.   
Designação  Meio base, suplementos e procedimentos adotados Incubação Referência 
MRS 
ágar MRS (Kasvi) (63,7g/L) 
esterilização à 121ºC por 15 minutos 
37°C/ 72 h 
anaerobiose 
(ANTUNES et al., 2007) 
MRS (A) 
(pH=5,2) 
ágar MRS (Kasvi) (63,7g/L), com correção de pH para 5,2 com solução de HCl 1N antes da 
esterilização 
esterilização à 121ºC por 15 minutos 
37°C/ 72 h 
anaerobiose 
(DAVE; SHAH, 1996) 
MRS (D) 
ágar MRS (Kasvi) (63,7g/L) 
esterilização à 121ºC por 15 minutos 
+ solução de dicloxacilina 0,01% (Sigma, EUA) (5mL/L) 
+ solução de cloreto de lítio 10% (10mL/L) 
+ solução de cisteína 10% (5mL/L) 
 
soluções esterilizadas em membrana de filtro de 0,22 μm (Millipore, USA), adicionadas ao meio 
de cultura estéril, no momento da análise 
37°C/ 72 h 
anaerobiose 
(ANTUNES et al., 2007) 
MRS (C) 
ágar MRS (Kasvi) (63,7g/L) 
esterilização à 121ºC por 15 minutos 
+ solução de clindamicina 0,05% (Sigma, EUA) (2mL/L) 
  
solução esterilizada em membrana de filtro de 0,22 μm (Millipore, USA), adicionadas ao meio de 
cultura estéril, no momento da análise 
37°C/ 72 h 
anaerobiose 
(VAN DE CASTEELE et al., 2006) 
TOS 
ágar TOS Propionato (base) (Merck) (62,5g/950mL) 
esterilização à 121ºC por 15 minutos 
37°C/ 72 h 
anaerobiose 




(Continuação Tabela 1)  
  
Designação  Meio base, suplementos e procedimentos adotados Incubação Referência 
TOS (A) 
ágar TOS Propionato (base) (Merck) (62,5g/950mL), acidificado com 1% de ácido acético glacial 
antes da esterilização 
esterilização à 121ºC por 15 minutos 
37°C/ 72 h 
anaerobiose 
(THITARAM; SIRAGUSA; HINTON, 2005) 
TOS-MUP 
ágar TOS Propionato (base) (Merck) (62,5g/950mL) 
esterilização à 121ºC por 15 minutos 
+ Lithium Mupirocin Supplement – MUP (Sigma)  
solução comercial adicionada ao meio de cultura no momento da análise  
(5ml/ 95mL de TOS). 
37°C/ 72 h 
anaerobiose 
(THITARAM; SIRAGUSA; HINTON, 2005) 
ST AGAR 
Triptona (Kasvi) (10g/L) 
Sacarose (Dinâmica) (10g/L) 
Extrato de levedura (Kasvi) (5g/L) 
K2HPO4 (Dinâmica) (20g/L) 
preparo em água destilada, com ajuste do pH para 6,8 ± 0,1 
 
+ Solução de púrpura de bromocresol 0,5% (Dinâmica) (6ml/L) 
+ ágar (Kasvi) (12g/L) 
esterilização à 121ºC por 15 minutos 
37ºC/ 48 h 
aerobiose 
(DAVE; SHAH, 1996) 
AGAR M17 
ágar M17 (Fluka/Sigma) (50g/950mL) 
esterilização à 121ºC por 15 minutos 
+ Solução de lactose 10% (Dinâmica) (50ml/L) 
37ºC/ 48 h 
aerobiose 
(ASHRAF; SHAH, 2011) 
Adaptado de Van de Casteele (2006) 
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3.4.3. Teste de viabilidade das culturas probióticas frente ao suco de romã 
 
O fruto romã possui diversas propriedades, além da atividade antioxidante, 
amplamente descrita na literatura. O potencial antimicrobiano já foi descrito em diversos 
trabalhos; ação devida principalmente à presença dos compostos fenólicos (BIALONSKA et 
al., 2009; ELFALLEH et al., 2011; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). Esta propriedade 
está relacionada à capacidade de alguns compostos fenólicos formarem ligações estáveis com 
proteínas e metais do metabolismo microbiano, podendo causar distúrbios na membrana e 
enzimas destas células (SILVA et al., 2013). 
Considerando este potencial antimicrobiano, fez-se necessário realizar uma triagem 
entre diferentes probióticos a fim de determinar a sobrevivência destas culturas após exposição 
ao suco e durante o armazenamento da bebida láctea esportiva.  
Para avaliar a viabilidade das cepas probióticas em suco de romã foram realizados 
dois testes: 1) teste in vitro com exposição de cada cepa à uma solução diluente estéril 
adicionada de suco de romã; 2) teste in situ com a bebida elaborada com diferentes cepas de 
probióticos e mesma concentração de suco de romã. 
A concentração de compostos fenólicos foi padronizada após estudo de dados 
disponíveis na literatura. Kaplan et al. (2001) relataram os efeitos protetores da suplementação 
com suco de romã em camundongos, fornecendo o equivalente à 0,875mmol de polifenóis por 
dia. Carmo et al. (2013) observaram melhora do desempenho físico de ratos Wistar em teste de 
natação após suplementação com extrato de romã utilizando doses diárias de 0,875mmol e 
1,75mmol. Tomando como base as referidas concentrações, foi padronizada adição de 28mL 
de suco, correspondendo a 0,7mmol de polifenóis, valor próximo ao apresentado na literatura 
e cujo volume é tecnologicamente adequado para a produção de 100mL da bebida láctea. 
Para teste in vitro foram adicionados à 28mL do suco de romã 1mL de cada inóculo 
de probiótico (porcionado conforme descrito no item 3.4.1 (~8 log UFC/mL)), com correção 
do volume para 100mL com solução diluente padrão estéril. As amostras foram mantidas a 
10ºC, com contagens realizadas nos tempos 0, 120 min, 5 dias e 20 dias de exposição, em meio 
de cultivo MRS e incubação em anaerobiose à 37ºC por 72h. Para o teste in situ foram 
produzidas bebidas lácteas com 28% de suco de romã e cada um dos probióticos em avaliação. 
As bebidas foram mantidas a 10ºC, com as contagens ajustadas para os tempos 0, 14 dias e 28 
dias de exposição para avaliação da viabilidade das culturas durante a vida de prateleira do 
produto. As contagens desta etapa foram realizas em meio MRS acidificado, (para culturas do 
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gênero Lactobacillus) e TOS-MUP (para culturas do gênero Bifidobacterium) com incubação 
em anaerobiose à 37ºC por 72h. 
 
3.5. Formulação padrão da bebida láctea esportiva 
 
3.5.1. Matérias-primas utilizadas 
 
A formulação padrão da bebida láctea esportiva proposta prevê o emprego das 
seguintes matérias-primas: leites em pó desnatado, concentrado proteico do soro de leite, 
maltodextrina, frutose, suco de romã, aromatizante, corante e sorbato de potássio.  
A relação de marcas comerciais das matérias-primas e proporções utilizadas na 
formulação padrão estão descritas na Tabela 2. 
 
Tabela 2. Marcas e proporção das matérias-primas utilizadas na formulação padrão da bebida láctea 
esportiva. 
Matéria-prima Marca/ Fabricante Proporção  
leite em pó desnatado reconstituído (10% m/v) Molico / Nestlé 72%  
concentrado proteico do soro do leite 
(76% de proteína) 
CL3986/ Alibra 3% 
Maltodextrina Pryme foods 4% 
Frutose LowSugar 1,5% 
starter Streptococcus thermophilus*  TA072 / Danisco 3% 
Probiótico Danisco, Ch-Hansen, Sacco 2% 
suco de romã pasteurizado 
variedade ‘Wonderful’ (California, USA)  
extração em despolpador 
28% 
sorbato de potássio Pryme foods 0,3% 




* cultura ativada em leite em pó desnatado reconstituído à 10% m/v 
 
3.5.2. Produção da bebida láctea esportiva 
 
Para o preparo da bebida láctea esportiva foi reconstituído o leite em pó desnatado 
em água filtrada (10% m/v) e adicionados o concentrado proteico do soro de leite (contendo 
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76% de proteína), a maltodextrina e a frutose (conforme processo apresentado na Figura 6). 
Este conteúdo foi homogeneizado e sofreu tratamento térmico de 85ºC por 3 a 5 segundos. 
Após resfriamento do conteúdo a uma temperatura de aproximadamente 45°C, foram 
acrescentadas duas culturas bacterianas: starter Streptococcus thermophilus (TA 072) (ativado 
previamente em leite, conforme descrição abaixo) e cada um dos probióticos (previamente 
dissolvidos e congelados em leite) em sua formulação individual (ANTUNES et al., 2007).  
A ativação da cultura starter foi realizada previamente à produção da bebida láctea 
conforme o seguinte procedimento: 100mL de leite em pó desnatado reconstituído à 10% (m/v) 
foram tratados termicamente à 85°C por 3-5 segundos. Após resfriamento à 40°C, foram 
adicionados 0,02g da cultura starter liofilizada. O conteúdo foi incubado à 42°C até atingir pH 
4,6 (aproximadamente 4 horas) e foi utilizado na proporção descrita na Tabela 2. 
A mistura base foi armazenada em estufa BOD (DBO - Demanda Bioquímica de 
Oxigênio) com temperatura controlada de 45ºC para fermentação até pH 4,6±0,1. 
Em avaliação microbiológica anterior à produção da bebida, observou-se a 
necessidade de pasteurização do suco de romã utilizado (para redução da contagem total de 
bolores/leveduras). Desta forma, foi realizada sua pasteurização em banho-maria à 92ºC por 30 
a 40 segundos. 
Ao final da fermentação foram acrescentados o sorbato de potássio e o suco de romã 
pasteurizado e realizada homogeneização do produto com agitador mecânico à 
aproximadamente 60 RPM (TE139, Tecnal).  
Os últimos aditivos previstos para a formulação consistem em corante e 
aromatizante. O fato de dispormos de mais de uma marca comercial de aromatizantes e corantes 
e mais de uma possível combinação entre os mesmos fez necessária a execução de um teste 
sensorial para ser escolhida a combinação preferida dentre os provadores, a qual foi adotada 
durante as etapas subsequentes da pesquisa. Esta etapa e consequente seleção será descrita no 
item 3.6.  
Para o envase do produto foram utilizadas garrafas de polipropileno com tampa 
rosqueável com lacre e de volume de 140mL, uma vez que são embalagens já reconhecidas por 
consumidores e amplamente utilizadas no mercado. As garrafas foram previamente 
higienizadas em solução de hipoclorito 200ppm (imersão por 30 minutos), com enxágue em 
água corrente e posterior enxague em solução de hipoclorito 20 ppm. O produto final foi 





Figura 6. Fluxograma da produção da bebida láctea esportiva. 
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3.6. Otimização sensorial da formulação padrão 
 
A formulação padrão proposta para a bebida láctea esportiva passou por etapas de 
otimização sensorial, aprovadas pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNICAMP (CEP 
nº1137/11) (Anexo 1). Todos os testes foram aplicados no Laboratório de Técnica Dietética da 
Faculdade de Ciências Aplicadas da Unicamp, no qual foram organizadas cabines individuais 
para a realização das análises.  
As amostras utilizadas nos testes sensoriais foram produzidas seguindo-se as boas 
práticas de fabricação e o perfil microbiológico foi analisado antes do oferecimento para 
consumo a fim de atestar sua qualidade higiênico-sanitária e segurança. 
Em todos os testes realizados, as formulações propostas foram codificadas de forma 
aleatória com três dígitos distintos e não sequenciais. Antes da aplicação de cada teste foi 
apresentado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aos provadores (Apêndice 1), no 
qual eram informados os dados dos pesquisadores, objetivo da pesquisa, composição da bebida 
e no qual foram esclarecidos sobre a livre e espontânea participação. Os testes consistiram no 
oferecimento, de forma aleatória, de 30mL de cada uma das formulações para cada provador. 
Havia disponível na cabine de teste: guardanapo de papel, água filtrada e bolacha tipo água e 
sal para limpeza do paladar entre uma amostra e outra, atitude que foi encorajada pela equipe 




3.6.1. Teste de Ordenação por Preferência 
 
Nesta etapa foi selecionada a formulação padrão com combinação de corante e 
aromatizante de maior preferência dos provadores. Foram realizadas três diferentes 
formulações através da variação da adição de corantes e aromatizantes e uma formulação com 
adição de emulsão (aditivo com propriedade corante e aromatizante) (Tabela 3). 
O provador, nesta etapa, foi convidado a degustar cada amostra separadamente (até 
80mL) e preencher a ficha de avaliação, observando os quesitos sabor e cor, ordenando as 
amostras de acordo com a preferência (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). 
A formulação classificada como preferida pelo maior número de provadores foi 




Tabela 3. Composição das formulações de bebida láctea esportiva para o teste sensorial de 
Escala do Ideal.  
Formulação Combinação Composição 
1 corante + aromatizante 
corante Vermelho Allura à 0,008% (SweetMix) 
aromatizante Frutas Vermelhas à 0,2% (SweetMix) 
2 corante + aromatizante 
corante Vermelho Allura 40 à 0,008% (Sun Foods) 
aromatizante Frutas Vermelhas à 0,2% (Sweet Mix)   
3 Emulsão emulsão Frutas Vermelhas à 0,3% (Sweet Mix) 
4 corante + aromatizante 
corante Vermelho Ponceau à 0,008% (Sun Foods) 
aromatizante Frutas Vermelhas à 0,2% (Sweet Mix) 
 
 
3.6.2. Teste Escala do Ideal 
 
No segundo teste sensorial foi utilizado o método de Escala do Ideal, proposto para 
definir a concentração ideal do corante/aromatizante escolhido no teste anterior de Ordenação 
por Preferência. A concentração ideal de frutose também foi definida por meio do teste de 
Escala do Ideal numa terceira etapa (VARELA; ARES, 2014). Ambas as análises foram 
necessárias para atenuar sabor característico adstringente do suco de romã, para o qual os 
consumidores brasileiros não estão habituados. Foram realizadas quatro diferentes formulações 
através da variação da concentração de corante/aromatizante e frutose na bebida (Tabela 4). 
Nos dois testes, quatro formulações diferentes foram oferecidas aos participantes 
(80mL cada), monadicamente. Os provadores foram solicitados a avaliar a intensidade da 
variável “sabor” (para o corante/aromatizante) e “doçura” (para a frutose), utilizando as 
classificações: extremamente mais fraca que o ideal (-3), moderadamente mais fraca que o ideal 
(-2), levemente mais fraca que o ideal (-1), ideal (0), levemente mais forte que o ideal (+1), 
moderadamente mais forte que o ideal (+2), extremamente mais forte que o ideal (+3). O 
somatório dos resultados foi plotado em gráfico e geradas as respectivas equações da reta, a 






Tabela 4. Concentrações do corante/aromatizante e 
frutose adicionados nas diferentes formulações de 
bebida láctea testadas durante teste sensorial de 
Escala do Ideal.  














3.6.3. Teste de Aceitação e Intenção de compra  
 
O teste de aceitação foi aplicado após otimização do produto, resultante das análises 
anteriores de Ordenação por preferência e Escala do Ideal. 
Neste teste, os provadores foram convidados a avaliar o produto, utilizando a escala 
hedônica de 9 pontos, ancoradas em 1 (desgostei muitíssimo) e 9 (gostei muitíssimo). Os 
atributos analisados nesta etapa foram aroma, cor, sabor e textura, assim como os pontos 
positivos e negativos do produto (por anotação espontânea) (LAWLESS; HEYMANN, 2010). 
A intenção de compra foi avaliada através de questionário ancorados em uma escala 
de 5 pontos em “certamente compraria” e “certamente não compraria” (MEILGAARD; 
CIVILLE; CARR, 1999). 
 
 
3.7. Análises físico-químicas da bebida otimizada 
 
Após otimização sensorial, a nova formulação da bebida láctea esportiva foi 
analisada do ponto de vista físico-químico.  
Inicialmente (durante o processo fermentativo de produção) e semanalmente (por 
28 dias), foram acompanhados o pH e acidez titulável do produto elaborado. O pH foi 
determinado por meio de leitura direta em potenciômetro digital (Tecnopon) e a acidez titulável 
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por meio de titulação potenciométrica devido a coloração rósea do produto, o que dificulta a 
leitura com soluções indicadoras (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). 
A viscosidade aparente da bebida desenvolvida foi determinada em viscosímetro 
Brookfield (modelo LVF), utilizando taxas de deformação de 5, 10, 20, 50 e 100 RPM, spindle 
4, com as amostras a 10°C e volume de 25 mL. 
A determinação do teor de umidade/sólidos totais, proteínas e cinzas da bebida 
foram realizados utilizando os métodos descritos no item 3.2.2. Para proteínas, a conversão de 
nitrogênio foi realizada utilizando fator de conversão de 6,38, correspondente à proteína bruta 
para leite e derivados, conforme indicação da legislação (BRASIL, 2003) 
Para determinar do teor de gordura da bebida láctea foi utilizado o método de 
Mojonnier, segundo a AOAC (1990). O método consiste em três extrações da gordura das 
amostras com álcool etílico, éter etílico e éter de petróleo seguidas coleta da fase orgânica, 
evaporação total dos solventes e secagem dos recipientes em estufa a 105°C por 50 minutos 
(AOAC, 1990). 
O percentual total de açucares foi determinado por HPLC, segundo método 
proposto por Feinberg & Burgner (1992). Os parâmetros adotados para esta análise foram: 
coluna LiChrospher 100 NH2 5µm (250x4mm) (Merck); temperatura da coluna: 40ºC; fase 
móvel composta por acetonitrila, água deionizada (83:17, v/v), filtrada e desgaseificada; vazão 
da fase móvel: 1mL/min (constante); válvula de injeção tipo Reodyne com loop de 20 µL e 
detector de índice de refração a 40ºC.  
O estabelecimento do valor calórico da formulação seguiu o proposto por Kalil 




3.8. Determinação de indicadores de higiene e segurança da bebida láctea esportiva 
otimizada 
 
O padrão de Identidade e Qualidade de Bebida Láctea é determinado pela Instrução 
Normativa n°16, do Ministério da Agricultura e Pecuária (BRASIL, 2005). Esta legislação 
estabelece os seguintes critérios microbiológicos para o produto: coliformes a 30/35ºC (n=5, 
c=2, m=10 e M=100), coliformes a 45ºC (n=5, c=2, m<3 e M=10), sendo que n se refere ao 
número de amostras do mesmo lote; m, à contagem que separa um lote aceitável de um lote de 
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qualidade intermediária (no plano de duas classes); M, sendo o limite que separa o lote de 
qualidade intermediária aceitável de um lote inaceitável e c, o número máximo de amostra entre 
os limites m e M. Desta forma, foram analisadas 5 amostras aleatórias da formulação final da 
bebida, em dois ensaios independentes. 
As análises microbiológicas seguiram os mesmos procedimentos citados para 
análise do suco de romã processado, descritos no item 3.2.3. Além das análises preconizadas 
pela legislação (coliformes à 30/35ºC e 45ºC), foram realizadas contagens de outros 
microrganismos indicadores de qualidade e segurança, a saber: bolores e leveduras, Escherichia 
coli e Salmonella spp., cuja metodologia de análise também foi apresentada no item 3.2.3. 
 
 
3.9. Composição de fenólicos totais e atividade antioxidante da bebida otimizada 
 
3.9.1. Teor de fenólicos totais 
 
O teor de fenólicos totais do produto final foi avaliado por meio do método Folin-
Ciocalteau (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTÓS, 1999), descrito 
anteriormente no item 3.2.4. Foram analisadas amostras da bebida sem adição de suco e da 
bebida láctea esportiva otimizada. As amostras foram analisadas após cada uma das três fases 
do teste de digestão simulada in vitro. Para análise do teor de fenólicos as amostras foram 
diluídas conforme necessidade e agitadas a 13,4 RPM por 3 minutos com coleta do 
sobrenadante. As análises foram feitas em microplaca de 96 poços e leitura em leitor de placas 
a 740nm (EPOCH/2, Biotek; software Gen5 3.03) e os resultados expressos em Equivalentes 
de ácido gálico/L (GAE/L). 
 
 
3.9.2. Atividade antioxidante – método FRAP 
 
O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) mede a reação de redução 
do ferro presente complexo formado por TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) e Fe(III) na 




 Foram avaliadas as atividades antioxidantes do suco de romã, da bebida sem adição 
de suco e da bebida láctea esportiva otimizada. As amostras foram analisadas em cada fase da 
digestão in vitro da bebida esportiva. Para isso foram previamente diluídas em água e agitadas 
(13,4 RPM/3min) e em cada poço da microplaca foram depositados 20µL da amostra, curva 
padrão ou branco (água destilada); 30 µL de água destilada e 200 µL do reagente FRAP, 
preparado no momento da análise segundo o descrito por Muller et al. (2010). 
A placa contendo amostra e reagentes foi agitada para homogeneização dos 
componentes e incubada à 37ºC por 8 minutos. A leitura foi realizada logo em seguida em leitor 
de placas por espectrofotometria à 595nm (EPOCH/2, Biotek; software Gen5 3.03). Para 
expressão dos resultados é utilizada a unidade de medida de Equivalente ao Sulfato Ferroso 
(µM) empregando-se a equação da reta obtida na plotagem dos dados da curva de calibração 
(concentração e absorbância). 
 
 
3.9.3. Atividade antioxidante – método ABTS 
 
O método de ABTS baseia-se na redução do ABTS+ na presença de um 
antioxidante, que apresenta coloração azul esverdeado devido à reação com o persulfato de 
potássio. Essa redução ocasiona perda desta coloração, medida por espectofotometria. 
Para avaliação da atividade antioxidante pelo método ABTS, cada amostra (suco de 
romã, bebida sem adição de suco, bebida láctea esportiva otimizada e amostras das fases da 
digestão in vitro da bebida) foi previamente diluída (conforme a necessidade) e centrifugada 
(13,4 RPM/3min) e seguido o método descrito no trabalho de Al-Duais et al. (2009). Uma 
alíquota de 20μL da amostra ou curva padrão foi transferida para cada poço da microplaca de 
96 poços e adicionados em cada poço 220μL do radical ABTS+, composto por ABTS (7mM) 
e persulfato de potássio (140mM) e com absorbância corrigida para 0,7±0,02. O branco da 
análise foi composto apenas de tampão fosfato (240µL). Após agitação da placa foram 
aguardados 6 minutos para reação ao abrigo da luz, com leitura à 730nm.  
A atividade antioxidante pelo método ABTS é expressa em Atividade Antioxidante 
Equivalente ao Trolox (TEAC), utilizando para o cálculo a equação da reta obtida pela plotagem 






3.9.4. Atividade antioxidante da bebida otimizada – método DPPH 
 
A reação observada no método DPPH se dá pela redução do radical 2,2-difenil-1-
picrilidrazil (DPPH) pelo antioxidante, promovendo a mudança da cor violeta para amarela, 
medida por espectofotometria. 
Esta análise foi conduzida de acordo com o descrito por Al-Duais et al. (2009), com 
análise de amostras de suco de romã, bebida sem adição de suco, bebida láctea esportiva 
otimizada e amostras das fases da digestão in vitro da bebida. As amostras foram previamente 
diluídas (conforme a necessidade) e agitadas (13,4 RPM/3min). 66µL da amostra, curva padrão 
ou controle (água destilada) foram depositados na microplaca, com posterior adição de 134µL 
da solução DPPH (150µM). O branco da análise consistiu em 200µL de água destilada, sem 
DPPH. A placa foi agitada para homogeneização dos compostos e armazenada ao abrigo da luz 
para reação por 45 minutos, com posterior leitura à 517nm (EPOCH/2, Biotek; software Gen5 
3.03). 
O cálculo dos resultados teve como base a equação da reta obtida na plotagem da 
concentração e absorbância obtida da curva padrão da análise, com correção das diluições das 
amostras, quando efetuadas. 
A fórmula para o cálculo da atividade antioxidante consiste no descrito abaixo, na 
qual são realizadas as correções de diluição. O resultado foi expresso em Equivalentes ao 
Trolox (TE/µM). 
 
                        Aa     
                        Ac 
 




3.9.5. Atividade antioxidante da bebida otimizada – método ORAC 
 
O método ORAC foi executado conforme proposto no trabalho de Chisté et al. (2011). 
Este método determina o potencial protetor de compostos antioxidantes na reação entre 
fluoresceína e 2,2’-azobis(2-amidino-propane)dihydrochloride – AAPH, um composto gerador 




de radicais livres. Nesta reação, os compostos antioxidantes têm a capacidade de reduzir a taxa 
de oxidação e, consequentemente, a perda de fluorescência na reação.  
Uma alíquota de 30µL da amostra ou padrão foram adicionados em cada poço da 
microplaca juntamente com 60µL de solução de fluoresceína. Após 15 minutos de reação à 
37°C com proteção da luz, foram adicionados 110µL de solução de AAPH 76mM. O branco 
consistiu apenas em 200µL de tampão fosfato 75mM em pH 7.4. A leitura foi realizada em 
leitor de microplacas Synergy HTX (Biotek, EUA), utilizando os parâmetros: 528nm, para 
comprimento de onda de emissão e 485nm para comprimento de onda de excitação, temperatura 
de 37°C. Os resultados obtidos de AUC (area under curve) para a curva de calibração foram 
plotados em gráfico e obtida a equação da reta para cálculo das concentrações expressos em 
µM Trolox, efetuando-se as correções de diluição quando necessárias. 
 
3.10. Identificação e quantificação de compostos fenólicos 
 
Os principais compostos fenólicos presentes na bebida foram identificados por meio de 
Cromatografia Líquida de Alta Performance (HPLC – High Pressure Liquid Chromatrography) 
utilizando o sistema EXTRACT-US, consistindo em bomba de HPLC (PU2080 - Jasco, Tokyo, 
Japão), degaseificador de solvente (DG 2080-55, Jasco), misturador de solvente (X-LC 3180-
32MX, Jasco), detectior UV-vis (UV-7075, Jasco), injetor manual (Rheodyne 7125, USA), 
interface de comunicação (LCNet II, Jasco), cinco válvulas automáticas de duas posições e dez 
portas  (Waters, Milford, MA, USA) e válvulas de agulha automática (Autoclave Engineers, 
Erie, Pennsylvania, USA). 
A configuração do sistema é realizada pelo software Kalatec (Jet Home Automation, 
Campinas, Brazil) e a bomba e misturador de solvente controlados pelo software ChromNAV 
(versão 2.0, Jasco). As válvulas automáticas foram programadas no modo “Análise”. 
As análises foram executadas utilizando o gradiente água (solvente A) e acetonitrila 
(solvente B), ambos contendo 1% de ácido fosfórico (v/v), como fase móvel e fluxo de vazão 
de 1,1mL/min. O gradiente usado consistiu em: 1 min 95% A 5% B, 3 min 90% A 10% B, 7 
min 87.5% A 12.5% B, 9 min 85% A 15% B, 10 min 82 % A 18% B, 18 min 77% A 23% B, 
20 min 0% A 100% B, 22 min 0% A 100% B, e 23 min 95% A 5% B. 
A separação foi realizada em coluna Kinetex C18 (150x4.6 mm, 2.7 Âμm, 
Phenomenex), mantida a 40°C. A absorbância foi monitorada a 370 nM com volume de injeção 
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de 5μL. Cada composto foi identificado comparando-se o tempo de retenção e espectro UV dos 
compostos de forma isolada assim como coeluição com padrões autênticos. Uma curva padrão 
(7 pontos) de cada composto foi preparada, plotando-se a concentração versus a área do pico.  
As amostras utilizadas foram agitadas a 13.4 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante coletado e 
filtrado em filtro de seringa de nylon (0.22 µm) (Analítica, São Paulo, Brazil) antes da análise. 
 
3.11. Simulação do trato gastrointestinal (digestão in vitro). Determinação da 
disponibilidade de compostos fenólicos. 
 
Para determinação da concentração e disponibilidade dos compostos fenólicos 
durante a digestão gastrointestinal foi adotado o método descrito por Gil-Izquierdo et al. (2002). 
O referido método já foi utilizado para fins de determinação da estabilidade de compostos 
fenólicos e da atividade antioxidante em amostras de frutas (GIL-IZQUIERDO et al., 2001; 
PÉREZ-VICENTE; GIL-IZQUIERDO; GARCÍA-VIGUERA, 2002). 
Na fase gástrica, a digestão foi realizada em solução de pepsina-HCl. A solução de 
pepsina-HCl foi preparada com 15,750 unidades de pepsina (EC 3.423.1; Sigma), com pH 
ajustado para 2 com adição de HCl concentrado. Em uma garrafa, a solução de pepsina-HCl 
preparada foi acrescentada a 50 mL de amostra. Os materiais foram incubados a 37°C em banho 
metabólico tipo Dubnoff (Tecnal) com rotação de 156 RPM por 2 horas. 
Após a fase gástrica, 20 mL da amostra digerida foram transferidos para béquer de 
250mL, no qual foi adicionado um tubo de diálise (celulose, 12.000 Da; Sigma) preenchido 
com NaHCO3 suficiente para alterar o pH para 7,5 (de acordo com a acidez titulavel do sistema 
amostra + enzimas, definida em análise previamente). Após selagem dos béqueres utilizando 
Parafilm (3M), os materiais foram incubados à 37°C em banho metabólico tipo Dubnoff com 
rotação de 156 RPM por aproximadamente 30 minutos (pH próximo de 5). Neste momento, a 
fase entérica foi iniciada com a adição de 5 mL de solução de pancreatina (4 g/L; 1.6×10–3 
U.S; Sigma) – bile (25 g/L; Sigma) e a incubação foi mantida por mais 2 horas. 
Os produtos da digestão gástrica e entérica foram analisados por Folin-Ciocalteau 
para quantificação de fenólicos totais, assim como o conteúdo dialisado para determinação da 







3.12. Simulação do trato gastrointestinal (digestão in vitro). Determinação da 
viabilidade da cepa probiótica. 
 
Para avaliação da sobrevivência e viabilidade da cepa probiótica durante simulação 
da digestão gastrointestinal foi adotado o protocolo descrito por Buriti et al.(2010); método  
estático amplamente utilizado para avaliação da sobrevivência de cepas probióticas durante a 
digestão. Dois ensaios independentes foram realizados, sendo coletadas amostras antes e em 
todas as fases da digestão. 
A fase gástrica consistiu na adição solução de pepsina (pepsin from porcine 
stomach mucosa, Sigma-Aldrich USA; 3 g/L) e solução de lipase (Sigma-Aldrich, USA; 0.9 
mg/L) em 10 mL de amostra diluída em solução de NaCl 0.9% (1:10 v/v), com ajuste de pH 
para 2 utilizando solução de HCl 1M.  
Esta amostra foi preparada em triplicata para permitir a coleta das três fases da 
digestão. Os frascos foram incubados por 2 horas em banho metabólico Dubnoff (Marconi, 
Brazil) à 37 °C e rotação de 150-rpm. 
Após término da fase gástrica, um dos frascos foi separado para análise e nos 
demais a primeira fase entérica foi iniciada com a adição de solução de bile-pancreatina. A 
solução de bile-pancreatina (10 g/L bovine bile; 1 g/L porcine pancreas pancreatin - Sigma-
Aldrich, USA) foi preparada com tampão fosfato pH 12, adicionada às amostras provenientes 
da fase gástrica até pH 5. Uma nova incubação foi realizada por 2 horas, nas mesmas condições 
anteriores. 
Uma segunda fase entérica foi iniciada utilizando um dos frascos da primeira fase 
entérica, com a adição de solução de bile-pancreatina até pH 7. O outro frasco remanescente da 
primeira fase entérica foi separado para análise. Uma última incubação foi realizada nas 
mesmas condições anteriores por 2 horas. 
A sobrevivência da cultura probiótica (Bifidobacterium animalis subsp. lactis – 
BB12) foi avaliada durante todas as fases da simulação da digestão utilizando a técnica de 
contagem em placas (drop plate) em ágar De Man, Rogosa and Sharpe (MRS, Acumedia, UK) 
acidificado para pH 5.2 (a fim de inibir a cultura starter S. thermophilus). As contagens foram 




3.13. Análise estatística 
 
As análises foram realizadas utilizando amostras provenientes de duas bateladas 
diferentes. Os resultados obtidos foram apresentados em média e submetidos a avaliação 
estatística utilizando a análise de variância one-way (ANOVA) e teste de Tukey, adotando 
p<0.1.  





4. RESULTADOS E DISCUSSÕES  
 
4.1. Parâmetros de rendimento do suco de romã 
 
Os parâmetros obtidos no processamento dos frutos estão apresentados na Tabela 
5. A porção comestível (arilos) representou 80% do total do fruto, sendo que 20% destes 
consistia em sementes. O rendimento foi calculado utilizando o peso bruto e o volume do suco 
obtido, resultando em 44,53%. O fator de correção foi 1,65 devido a perdas do processamento. 
Segundo a literatura, a parte comestível da romã representa, em média, 50% do 
fruto, sendo que destes, aproximadamente 40% são arilos (~10% sementes) (SREEKUMAR et 
al., 2014; VIUDA-MARTOS; FERNÁNDEZ-LÓAEZ; PÉREZ-ÁLVAREZ, 2010). Já para o 
suco de romã, tem-se descrito que este pode representar entre 45 e 65% do fruto inteiro 
(HERNÁNDEZ et al., 2014; POYRAZOĞLU; GÖKMEN; ARTΙK, 2002). A porção de arilos 
das frutas deste trabalho apresentou-se 30% maior do o relatado na literatura (FERRARA et al., 
2014; HERNÁNDEZ et al., 2014) porém o rendimento de suco foi de acordo com o descrito 
em outros trabalhos (FADAVI et al., 2005; POYRAZOĞLU; GÖKMEN; ARTΙK, 2002; 
TEHRANIFAR et al., 2010). 
 
 
Tabela 5. Rendimento do processamento da romã (Punica granatum L., variedade ‘Wonderful’, 
Califórnia – USA, safra 2015-2016). 
Parâmetros 
Amostra 1 
 (caixa com 11 frutas) 
Amostra 2  
(caixa com 11 frutas) 
Média das 
amostras 
Peso Bruto (Kg) 6,123 6,003 6,063 
Peso Líquido (Kg) 3,718 3,624 3,671 
Peso da Torta (Kg) 1,013 0,898 0,955 
Volume do Suco (L) 2,750 2,650 2,700 
Peso médio das frutas (g) 556,63 545,72 551,17 
peso bruto = frutas in natura inteiras que compunham 1 caixa; peso líquido = fruta sem a casca; peso da torta = 




As diferenças entre os tamanhos e rendimentos dos frutos da romã observados 
foram relatadas no trabalho de Melgarejo-Sánchez et al. (2015), citando inclusive que estas 
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variações fenotípicas podem ser observadas até mesmo entre duas plantas do mesmo genótipo 
cultivadas em condições similares. Não obstante, assim como as diferenças na composição 
química, as diferenças fenotípicas podem ser influenciadas por diversos fatores tais como as 
características do sistema de cultivo, da variedade cultivada, da região e do clima  (FADAVI et 
al., 2005; MPHAHLELE et al., 2014; SREEKUMAR et al., 2014). Fadavi et al. (2005) ainda 
advertem que, devido às diferenças entre os valores nutricionais das diversas variedades de 
romã, é importante que haja a caracterização destes frutos, destacando que a variedade 
‘Wonderful’, utilizada neste trabalho, está dentre as variedades menos estudadas, apesar de 
amplamente cultivada (FADAVI et al., 2005).  
 
 
4.2. Composição do suco de romã 
 
Considerando as variações de composição relatadas na literatura, foi realizada a 
caracterização físico-química e centesimal do suco obtido no processamento da romã (Tabela 
6). O fruto apresentou parâmetros de pH, °Brix, acidez titulável semelhantes aos de outros 
trabalhos da literatura (AL-MAIMAN; AHMAD, 2002; FADAVI et al., 2005; MARTÍNEZ et 
al., 2012; MELGAREJO-SÁNCHEZ et al., 2015). Tais parâmetros são amplamente avaliados 
pela indústria para controle da qualidade de sucos (MELGAREJO-SÁNCHEZ et al., 2015).  
Os frutos podem ser classificados de acordo com um índice que relaciona o teor de 
sólidos totais do fruto com o teor de acidez, chamado índice de maturidade (IM). Esta 
classificação foi estabelecida por Melgarejo (1993 apud Martínez et al., 2006) e divide as 
variedades em três categorias: “doces” (sweet varieties), com índice de maturidade (IM) entre 
31e 98; “agridoces” (sour-sweet varieties), de MI entre 17 e 24 e “ácidas” (sour varieties), com 
MI entre 5 e 7. Os frutos utilizados neste trabalho apresentaram índice próximo à categoria 
agridoce, com valor próximo ao descrito por Sentandreu et al. (2013).  
Para glicose, o achado neste estudo estava acima do relatado por Fadavi et al.(2005), 
que apresentaram em seu trabalho a composição de diversas variedades cultivadas no Iran, 
obtendo a concentração do açúcar entre 3,4 e 6,4 g/100mL. Al-Mainman & Ahmad (2002) e 
Melgarejo-Sanchéz et al.(2015) encontraram para o teor de frutose valores até três vezes 
maiores do que o encontrado no presente estudo, numa faixa de 6,6 a 10,07g/100mL.  
Além da riqueza nutricional, a romã tem despertado o interesse por parte dos 
pesquisadores e consumidores devido ao seu grande potencial funcional, sendo inclusive 
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classificada na literatura como uma das “super frutas”, do termo em inglês “super fruits” 
(BEAULIEU; OBANDO-ULLOA, 2017). A fruta apresenta grande potencial antioxidante por 
conter em sua composição altos níveis de compostos fenólicos, com destaque para flavonoides 
e taninos (SALGADO et al., 2012; SILVA et al., 2013). Em seu trabalho, Salgado e 
colaboradores (2012) mostraram que uma pequena quantidade do extrato da casca da romã 
(0,5%) adicionado ao suco de tomate foi capaz de contribuir de forma importante com a 
capacidade antioxidante do produto, mostrando o potencial da romã como ingrediente funcional 
em outras matrizes alimentares. 
 
Tabela 6. Composição físico-química e centesimal do suco de romã 


















4.2.1. Perfil antioxidante do suco de romã 
 
Apesar de estudos indicarem que a casca é a estrutura da fruta com maior 
concentração de compostos antioxidantes (LI et al., 2006; ORAK; YAGAR; ISBILIR, 2012; 
SALGADO et al., 2012), concentrações abundantes destes compostos também podem ser 
encontradas no suco (KALAYCIOĞLU; ERIM, 2017). Portanto, no presente trabalho foi 
utilizado o suco integral da fruta como ingrediente da bebida láctea esportiva em 
desenvolvimento. 
Um dos objetivos do desenvolvimento deste produto foi agregar compostos 
antioxidantes aos demais compostos funcionais presentes na bebida láctea. Para garantir que a 
fruta contribuiria nesta questão foi realizada a quantificação de fenólicos totais no suco 
Parâmetro Valor obtido 
pH 3,65 ± 0,03 
Brix (°) 14 
Acidez titulável (g ácido cítrico/L) 10,8 ± 0,01 
Índice de maturidade (IM) 13,01 
Umidade (%) 83,97 
Cinzas (%) 0,37 
Açucares  
Frutose (g/100mL) 3,56 
Glicose (g/100mL) 8,16 
Sacarose (g/100mL) ND < 0,20 
Proteína (%) 0,26 
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utilizado. Por questões de segurança microbiológica, para a produção da bebida, foi considerada 
a necessidade de pasteurização do suco, confirmada posteriormente na avaliação 
microbiológica do fruto (conforme Tabela 8). A fim de avaliar perdas e/ou incrementos 
causados pelo processamento térmico, foram analisadas a composição de fenólicos totais das 
duas variações do suco de romã: in natura e pasteurizado. 
O suco in natura apresentou em sua composição 4.342,56 mg EAG/L de fenólicos 
totais, enquanto que sua versão pasteurizada, 3.432,06 mg EAG/L, indicando uma redução na 
concentração destes compostos após pasteurização. Silva et al. (2013) relataram que as 
variedades ‘Jangali Pust Germeze Rodbare Torsh’ e ‘Torshe Mamoli Lasjer” podem apresentar 
decréscimo nos valores de antocianinas após pasteurização, enquanto que nas variedades 
“Malase Yazd’e ‘Vahshe Kane Tehran’, este composto pode contabilizar leve incremento. Gil-
Izquierdo et al. (2001) encontraram a mesma tendência de queda de concentração de fenólicos 
totais em sucos de laranja pasteurizados quando comparados com sucos frescos (in natura). A 
forma de extração do suco também influencia o teor de antioxidantes. A extração de suco 
hidrostática, por exemplo, praticada pela indústria, utiliza a fruta inteira e, desta forma, é capaz 
de extrair uma maior quantidade de polifenóis (TZULKER et al., 2007). 
Cabe destacar que as diferenças observadas na concentração de fenólicos totais das 
amostras in natura e pasteurizadas podem ser, em parte atribuídas às alterações de outros 
componentes do suco causadas pelo tratamento térmico, uma vez que o método de Folin-
Ciocalteau pode responder a outros componentes da amostra, tais como proteínas e vitaminas 
((EVERETTE et al., 2010).  
A atividade antioxidante encontrada no suco de romã está descrita na Tabela 7. 
Apesar da diminuição dos compostos fenólicos totais após a pasteurização, a atividade 
antioxidante não apresentou diferença estatística significativa. Estes resultados indicam uma 
manutenção da atividade antioxidante do suco mesmo após a pasteurização podendo ser devido 
a uma ativação térmica de algumas espécies químicas compensando eventuais perdas ou 
resistência dos compostos a este tratamento térmico (SKINNER; HUNTER, 2013). Resultados 
semelhantes foram encontrados por REIS et al. (2018) no processamento térmico de sucos de 






Tabela 7. Perfil antioxidante do suco de romã, variedade ‘Wonderful’ (Punica granatum L.) nas 












média dp média dp média dp média dp Média dp 
Suco de romã  
in natura 
4594,48 A 263,58 70347,09 A 16477,73 36634,22 A 5692,78 79,46 A 1,22 80197,85 A 15254,08 
Suco de romã 
pasteurizado 
3644,58 B 316,26 86352,80 A 11516,63 40092,11 A 3262,94 73,71 A 12,04 80158,59 A 23621,46 
 
dp = desvio padrão. 
Letras iguais em uma mesma análise (coluna) indicam que não há diferença estatística segundo o Teste de Tukey (p<0.1). 
 
Os principais compostos identificados por cromatografia líquida acoplada a 
espectrofotômetro de massa (UPLC–MS/MS) no suco de romã in natura foram: α-punicalagina, 
β-punicalagina, ácido elágico e derivados do ácido elágico, descritos aqui em ordem de 
abundância (Figura 7). Em seu trabalho, Fischer e colaboradores (2011) destacam a presença 
de grande quantidade de punicalagina em amostras de suco de romãs peruanas (sem variedade 
definida). O mesmo composto apresentou a maior atividade antioxidante dentre os compostos 
testados.  
A literatura sugere que a atividade antioxidante da romã é principalmente atribuída 
ao composto punicalagina encontrado em maior quantidade nas amostras desta pesquisa 
(KAVAS; KAVAS, 2016; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). Os demais compostos 
identificados estão de acordo com a literatura disponível sobre composição de romã (FISCHER; 
CARLE; KAMMERER, 2011; GIL et al., 2000; GONZÁLEZ-MOLINA; MORENO; 
GARCÍA-VIGUERA, 2009). Apesar do processo de pasteurização consistir em um risco de 
destruição dos compostos antioxidantes da romã, de outros componentes nutricionais e de 
alterações organolépticas da matriz (VEGARA et al., 2013), do ponto de vista microbiológico 



















Figura 7. Perfil cromatográfico de suco de romã (Punica granatum L, variedade ‘Wonderful’) - 370nm 
 
A pasteurização é um processo clássico adotado pela indústria que visa garantir a 
segurança microbiológica de sucos de frutas, inativando e/ou reduzindo a carga microbiana. 
Além disso, também pode inativar enzimas participantes do processo de escurecimento das 
frutas e de degradação do alimento. O uso deste tratamento, portanto, garante não só segurança, 
mas estabilidade ao produto, aumentando sua vida de prateleira (SAEEDUDDIN et al., 2015; 
SOBRAL et al., 2017).  
 
4.2.2. Perfil microbiológico do suco de romã 
 
Conforme apresentado na Tabela 8, o suco de romã in natura apresentou contagens 
de aeróbios mesófilos totais e bolores e leveduras baixas, se comparado com alguns resultados 
descritos na literatura (APHA, 2015; FERRARI; MARESCA; CICCARONE, 2010).   
Entretanto, estes valores são indesejáveis quando se trata de uma matéria-prima 
para aplicação em um produto. Ambos os grupos microbianos são indicadores das condições 
higiênico-sanitária e da qualidade da matéria-prima (MENA et al., 2013). 
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Apesar da legislação brasileira não indicar limites para os grupos de aeróbios 
mesófilos totais e bolores e leveduras, sabe-se que acima de 6 log UFC/mL alguns produtos 
vegetais já apresentam sinais de deterioração e alterações dos aspectos sensoriais característicos 
(APHA, 2015). Cabe ressaltar que alguns patógenos estão classificados nestes grupos e podem 
estar presentes no suco, alterando as características sensoriais do produto e conferindo risco à 
saúde do consumidor. Alguns fungos produtores de micotoxinas podem compor a microbiota 
das frutas e estas podem apresentar toxicidade aos seres humanos (DON; RANDY, 2004; 
RUNDBERGET; SKAAR; FLÅØYEN, 2004).  
Após a pasteurização foi possível observar a redução de todas as contagens 
microbianas observadas para valores abaixo dos limites de detecção dos métodos utilizados 
(Tabela 8). Saeeduddin et al. (2015) também mostraram completa inativação dos grupos 
microbianos citados após pasteurização de suco de pera (Pyrus bretschneideri) à 95°C, partindo 
de uma contagem de aproximadamente 4 log UFC/mL (para aeróbios mesófilos totais e bolores 
e leveduras). Mena et al. (2013) apesar de encontrarem altas contagens de aeróbios mesófilos 
totais em suco de romã fresco (>5 log UFC/mL), também atingiram a inativação dos 
microrganismos após pasteurização à 95°C por 30 segundos. Da mesma forma, Sobral et al. 
(2017) observaram inativação de bolores e leveduras em saladas de frutas após pasteurização, 
a partir de uma contagem semelhante à encontrada no presente estudo (3,36 log UFC/mL). 
 
Tabela 8. Contagens microbiológicas das amostras de suco de romã in natura e pasteurizada (Punica 
















Suco de romã  
in natura 
2,56 3,58 Ausente < 1 < 1 
Suco de romã 
pasteurizado 






4.3. Caracterização das demais matérias-primas 
 
Outras matérias-primas (whey protein e corantes) foram avaliadas, a fim de 
determinar a composição microbiológica destes produtos de acordo com os parâmetros 
especificados na RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) e verificar a qualidade 
e segurança destes produtos. Os microrganismos analisados foram aeróbios mesófilos totais, 
bolores e leveduras, coliformes a 45°C, Salmonella spp. para ambas as matérias-primas e, 
adicionalmente, Staphylococcus aureus para whey protein. Em todas as análises realizadas 
foram obtidos resultados abaixo do limite de detecção dos métodos. 
Whey protein são proteínas solúveis do soro do leite, extraídas da porção aquosa do 
leite, geralmente gerada durante o processo de fabricação do queijo (OLIVEIRA et al., 2015). 
O produto definido como “concentrado” (WPC) é processado por ultrafiltração, podendo ser 
associada à diafiltração, usualmente possui entre 35 e 80% de conteúdo proteico e é 
tradicionalmente preparado de whey dessalgado e deslactosado (WALSTRA; WOUTERS; 
GEURTS, 2005a). 
As proteínas do soro do leite têm sido indicadas na literatura como componentes de 
grande riqueza nutricional e funcional. Estas são fundamentais na recuperação de danos 
musculares causados pelo exercício, especialmente em indivíduos praticantes de atividade 
física extenuante e de alta performance (KORHONEN; MARNILA, 2013). Foi estabelecida 
também a existência de diversos compostos denominados bioativos no leite e seus derivados, 
como é o caso do whey protein. Tais compostos estão relacionados com efeitos antidiarreicos, 
efeitos na resposta endócrina e, inclusive, na modulação do comportamento social 
(VASILJEVIC; SHAH, 2008). 
A ICMSF (International Commission on Microbiological Specifications for Foods) 
estabelece um limite de contagem de aeróbios mesófilos totais de 4 log UFC/g para produtos 
lácteos secos, tal como o whey protein (ICMSF, 2011). A legislação europeia estabelece como 
limite aceitável de contagem para Staphylococcus aureus coagulase positiva de 2 log UFC/g, 
considerando um plano de três classes (n=5, c=2) (FERNANDES, 2009). Considerando os 
resultados em níveis abaixo do limite de detecção do método, a matéria-prima utilizada pode 
ser considerada como de adequada qualidade microbiológica, estando segura para a aplicação 
pretendida. Para aditivos, como corantes, a RDC 12 indica que deve ser determinada ausência 
de Salmonella sp. em 25g, situação encontrada nas amostras deste estudo (BRASIL, 2001). 
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A composição centesimal do leite em pó desnatado utilizado para a produção da 
bebida láctea (reconstituído em água mineral, 10% m/v) foi avaliada utilizando analisador de 
leite ultrassônico. O produto, após reconstituído, apresentou teor de extrato seco total de 10,5% 
(dp=0,39), conteúdo proteico em 4,5% (dp=0,33) e apenas traços de gordura (0,09%). A 
densidade obtida na análise foi de 41,07. Walstra et al. (2005b) descrevem que a composição 
média do leite em pó desnatado apresenta aproximadamente 33% de proteínas e 1% de gordura. 
Já a legislação brasileira estabelece como requisito uma composição de gordura menor que 
1,5% (BRASIL, 1997). Independente destes limites descritos na literatura a matéria-prima 
apresentou composição adequada para a classificação de leite desnatado. 
O concentrado do soro proteico de leite (WPC) utilizado como matéria-prima foi 
avaliado a fim de obter o valor de seu conteúdo proteico efetivo e demais parâmetros físico-
químicos. Os resultados obtidos foram: 9,1% de umidade, 77,3% de proteína e 2,82% de cinzas. 
A literatura aponta como composição padrão desta matéria prima, aproximadamente 3% de 
umidade (SHAH, 2017; WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2005b) valor muito abaixo do 
encontrado no presente estudo. Uma vez que este parâmetro está relacionado com a estabilidade 
e segurança do produtos, é importante que haja um controle destes valores (SILVA; SOUZA, 
2016). Para produtos lácteos em pó é indicado um teor de umidade entre 2,5 - 3% a fim de 
controlar reações de oxidação no produto (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2005b). Com 
relação à composição proteica, o produto apresentou valor próximo ao desejável, se 
considerarmos um WPC de 80% de proteína.  
 
 
4.4. Seleção da cultura probiótica 
 
4.4.1. Contagem seletiva  
 
Para selecionar o probiótico ideal para a bebida, alguns aspectos foram 
considerados. Inicialmente foi necessário estabelecer a contagem do probiótico liofilizado, 
assim como determinar o meio de cultura para contagem do mesmo. Uma vez que o probiótico 
estaria acompanhado da cultura starter Streptococcus thermophilus no produto elaborado, foi 
necessário avaliar condições seletivas de contagem. Sendo assim, as cepas liofilizadas foram 
testadas em diferentes meios de cultura. 
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Paralelamente, foi monitorada a taxa de recuperação (TR) das culturas em cada 
condição de cultivo para assegurar que as contagens não foram subestimadas pelas condições 
inibitórias observadas na formulação dos diferentes meios de cultura. Para calcular a TR foi 
eleito o meio cultura MRS (Ágar De Man, Rogosa & Sharp) sem acidificação e sem acréscimo 
de antibióticos e outros agentes de inibição como o referencial para o cultivo dos probióticos. 
Para a cultura starter S. thermophilus TA072 foi adotado o meio de cultura Ágar M17 como 
referencial.   
Os probióticos cultivados no meio de referência (MRS) apresentaram contagens 
entre 7,45 log e 10,66 log UFC/mL. Não houve recuperação das cepas do gênero Lactobacillus 
em algumas variações de MRS e em outros casos, esta recuperação foi equivalente ao meio de 
referência adotado (Tabela 9). O meio de cultura capaz de recuperar todas cepas de 
Lactobacillus em contagens aceitáveis foi o MRS(A) (acidificado) com recuperação mínima de 
95,4%, se comparado ao meio referencial (MRS). Para as cepas do gênero Bifidobacterium, os 
meios seletivos TOS e TOS + mupirocina proporcionaram maior recuperação se comparado ao 
meio de referência (Tabela 10).  
Os testes de seletividade da cultura starter TA072 mostraram boa recuperação da 
cepa nos meios ST ágar e M17 (indicados para contagem desta espécie). A cultura foi 
recuperada também nos meios MRS e TOS mas foi inibida nas variações acidificada e 
suplementada dos dois meios de cultivo (Tabela 11). O mesmo achado foi apresentado por Dave 
& Shah (1996), que indicaram o meio ST para culturas mistas de S. thermophilus, L. delbrueckii 
spp. bulgaricus, L. acidophilus e bifidobactérias. 
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Tabela 9.Contagens médias (log UFC/mL) de Lactobacillus em diversos meios seletivos e respectivas taxas de recuperação. 
Meio de 
cultura 
Média de contagem (log UFC/mL) e taxa de recuperação - TR (%) 
L. casei (LC1) L. acidophilus (LA3) L. paracasei (BGP1) L. plantarum (BG112) L. rhamnosus (SP1) 
Media TR Media TR Media TR Media TR Media TR 
MRS 8,79 ± 0,14 A, a 100 7,45 ± 0,16 B, a 100 8,70 ± 0,46 A, a 100 8,94 ± 0,32 A, a 100 8,59 ± 0,42 A, a 100 
MRS (A) 8,77 ± 0,30 A, a 100,45 7,59 ± 0,28 B, a 102,30 8,46 ± 0,03 B, a 95,40 8,63 ± 0,27 A, a 96,30 8,58 ± 0,59 A, a 101,30 
MRS (D) <1 ± 0 A,b 0 <1 ± 0 A, b 0 <1 ± 0 A, b 0 <1 ± 0 A, b 0 <1 ± 0 A, b 0 
MRS (C) 8,68 ± 0,11 A, a 96,60 7,63 ± 0.09 C, a 102,10 8,30 ± 0,14 B, a 93,69 <1 ± 0 D, b 0 8,38 ± 0,21 AB, a 96,60 
 
Contagens em um mesmo meio de cultura, seguidas da mesma letra maiúscula indicam que não houve diferença estatística significante entre as cepas probióticas. 
Contagens seguidas da mesma letra minúscula indicam que para um mesmo probiótico não houve diferença estatística significante entre os meios de cultura utilizados. 
O MRS foi adotado como meio de referência para todos os probióticos, sendo assumida contagem total como 100% de recuperação das culturas. 
MRS (A) = acidificado - pH 5,2 (DAVE; SHAH, 1996); MRS (D) = adicionado de dicloxacilina, cloreto de lítio e L-cisterna (Antunes et al., 2007); 
MRS (C) = adicionado de clindamicina (Van de Casteele et al., 2005). 
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Tabela 10. Contagens médias (log UFC/ml) de Bifidobactérias em diversos meios 
seletivos e respectivas taxa de recuperação. 
Meio de cultura 
Média de contagem (log UFC/mL) e 
Taxa de recuperação - TR (%) 
B. animalis (BB12) B. lactis (BI07) 
Media TR Media TR 
MRS 9,93 ± 0,12 A, a 100 10,66 ± 0,51 A, a 100 
MRS (A) 9,89 ± 0,14 A, a 99,65 <1 ± 0 B, b 0 
MRS (D) <1 ± 0 A, b 0 <1 ± 0 A, b 0 
MRS (C) <1 ± 0 A, b 0 <1 ± 0 A, b 0 
TOS 10,17 ± 0,23 B, a 102,72 11,16 ± 0,44 A, a 103,24 
TOS (A) <1 ± 0 A, b 0 <1 ± 0 A, b 0 
TOS-MUP 10,29 ± 0,47 A, a 103,70 10,90 ± 0,18 A, a 100,83 
 
Contagens em um mesmo meio de cultura, seguidas da mesma letra maiúscula indicam que não houve diferença 
estatística significante entre as cepas probióticas. 
Contagens seguidas da mesma letra minúscula indicam que para um mesmo probiótico não houve diferença estatística 
significante entre os meios de cultura utilizados. 
O MRS foi adotado como meio de referência para todos os probióticos, sendo assumida contagem total como 100% de 
recuperação das culturas. 
MRS (A) = acidificado - pH 5,2 (DAVE; SHAH, 1996); MRS (D) = adicionado de dicloxacilina, cloreto de lítio e L-
cisterna (Antunes et al., 2007); MRS (C) = adicionado de clindamicina (Van de Casteele et al., 2005); TOS (A) = 




Tabela 11. Contagens médias (log UFC/ml) Streptococcus 




Contagens seguidas da mesma letra minúscula indicam que para um mesmo probiótico não houve 
diferença estatística significante entre os meios de cultura utilizados. 
O Agar M17 foi adotado como meio de referência para Streptococcus thermophilus sendo 
assumida contagem total como 100% de recuperação da cultura. 
MRS (A) = acidificado - pH 5,2 (DAVE; SHAH, 1996); MRS (D) = adicionado de dicloxacilina, 
cloreto de lítio e L-cisterna (Antunes et al., 2007); MRS (C) = adicionado de clindamicina (Van 
de Casteele et al., 2005); TOS (A) = acidificado e  TOS-MUP = adicionado de mupirocina 
(Thitaram, Siragusa and Hinton Jr., 2005); ST Agar (Dave and Shah, 1996); Agar M17 (Ashraf 
and Shah, 2011). 
 
Meio de cultura 
Média de contagem (log UFC/mL) e 
Taxa de recuperação - TR (%) 
S. thermophilus (TA72) 
Media TR 
MRS 6,62 ± 0,80 c 59,53 
MRS (A) <1 ± 0 d 0 
MRS (D) <1 ± 0 d 0 
MRS (C) <1 ± 0 d 0 
TOS 9,02 ± 1,00 b 81,11 
TOS (A) <1 ± 0 d 0 
TOS-MUP <1 ± 0 d 0 
ST AGAR 10,66 ± 0,05 a 95,86 
AGAR M17 11,12 ± 0,04 a 100 
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Dave & Shah (1996) descreveram a possibilidade da realização da contagem de L. 
delbrueckii spp. bulgaricus em MRS (A) com incubação à 45°C por 72 h. Entretanto, em seu 
trabalho, não houve boa recuperação da cepa neste meio de cultivo. Outro meio de seletividade 
de Lactobacillus em iogurte indicado pela literatura inclui o MRS-clindamicina, que também 
permitiu boa recuperação das cepas do gênero testadas no presente trabalho (ASHRAF; SHAH, 
2011). 
Pereira, em 2012, trabalhou na seleção de um meio de cultura para 
acompanhamento da viabilidade de cepas de bifidobactéria em bebida láctea fermentada 
durante a vida de prateleira dos produtos. Dos meios testados pela autora, apenas o MRS (D) 
não gerou boa recuperação das cepas de Bifidobacterium testadas (PEREIRA, 2012). O mesmo 
cenário foi observado na presente pesquisa para a B. animalis subsp. lactis (BB12) e B. lactis 
(BI07). 
No teste in vitro, que avaliou a sobrevivência das cepas na presença do suco de 
romã, todos os probióticos apresentaram contagens viáveis em todos os tempos testados (Figura 
8), considerando a faixa de 106 – 107 UFC/mL (MADUREIRA et al., 2011), com exceção da 
cultura L. acidophilus (LA3), que apresentou variação de 1,73 log UFC/mL. Por haver 
apresentado sensibilidade ao suco de romã, esta cultura foi considerada inadequada para o 
produto em desenvolvimento, não avançando para o teste seguinte.  
Para o teste in situ foram preparadas bebidas lácteas com cada uma das cepas, com 
exceção do L. acidophilus (LA3) que foi excluída da seleção devido a sensibilidade ao suco 
apresentada no teste anterior (in vitro), mais a cultura starter TA072 e realizadas contagens 
periódicas por 28 dias. A Figura 9 apresenta os resultados deste teste. A variação máxima 
estabelecida para este teste durante o armazenamento também foi de 0,5 log UFC/mL. 
Os resultados do teste in situ mostraram que todas as cepas testadas apresentaram 
boa manutenção de contagem durante o tempo de armazenamento da formulação padrão da 
bebida. Ao término de 28 dias, a cultura de menor contagem foi de L. plantarum (BG112), 
ainda assim, em concentração dentro da faixa recomendada. Apesar disso, a cultura apresentou 
boa estabilidade durante o armazenamento, apresentando variação de 0,04 log UFC/mL. A 
cultura que apresentou melhor contagem em todos os tempos avaliados foi a cultura B. animalis 
(BB12), permanecendo acima de 8 log UFC/mL, com variação de 0,23 log UFC/mL durante os 








A sobrevivência de cepas em diferentes matrizes alimentares tem sido 
extensamente estudada, principalmente com o objetivo de incorporar tais culturas em matrizes 
alternativas à base láctea (BURITI; CASTRO; SAAD, 2010; ESPIRITO SANTO et al., 2011; 
MARTINS et al., 2013; RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010; SHORI, 2016). Dentre 
estas matrizes os sucos de frutas são os mais populares  (ANTUNES et al., 2013; BISWAS et 
al., 2012; CAMPUS, 2008; DOGAHE; KHOSRAVI-DARANI; TOFIGHI, 2015; ESPIRITO 
SANTO; CARLIN; RENARD, 2015; NUALKAEKUL; CHARALAMPOPOULOS, 2011) 
pois agregam fatores positivos também encontrados no leite tais como a aceitação e percepção 
de saudabilidade por parte do consumidor e a alta frequência de consumo do produto 
(ESPIRITO SANTO et al., 2011; SHORI, 2015; VASILJEVIC; SHAH, 2008; VINDEROLA; 
RITIENI, 2014). 
No trabalho de Shukla & Kushwaha (2017) foi apresentada ótima sobrevivência das 
cepas de L. acidophilus e B. bifidum em bebida probiótica composta por whey e suco de laranja 
(65:35). Mousavi et al. (2011) observaram, entretanto, numa fermentação de suco de romã 
utilizando bactérias láticas probióticas, que a partir da segunda semana de shelf life do produto, 




































L. casei (LC1) L. paracasei (BGP1) L. plantarum (BG112)
L. acidophilus (LA3) L. rhamnosus (SP1) B. animalis (BB12)
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viáveis ; e os demais probióticos testados sobreviveram até o término da segunda semana, mas 
com contagens abaixo de 6 log UFC/mL, demonstrando a sensibilidade destas cepas à matriz 
suco de romã. De outro modo, alguns subprodutos da romã tem mostrado efeito positivo sob 
probióticos, estimulando o crescimento de cepas de Bifidobacterium breve e Bifidobacterium 
infantis e inibindo patógenos tais como Staphylococcus aureus (BIALONSKA et al., 2009, 
2010).  
 
Figura 9. Teste de viabilidade de probióticos em bebida láctea esportiva contendo whey protein e suco de 
romã (Punica granatum L, variedade ‘Wonderful’) – teste in situ. 
 
A cepa BB12 apresentou elevadas contagens e as reduções durantes os testes in 
vitro e in situ ficaram abaixo do estabelecido neste trabalho. O histórico tecnológico positivo 
(BARUZZI et al., 2017; MARTÍN-DIANA et al., 2003; MARTINS et al., 2013; MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002; SHEEHAN; ROSS; FITZGERALD, 2007) e as contribuições para 
saúde descritas na literatura (KIM; KEOGH; CLIFTON, 2017; MUSTAFA et al., 2016; 
RODGERS, 2007; SHEIL; SHANAHAN; O’MAHONY, 2007) foram pontos adicionas para a 





4.5. Caracterização da formulação padrão da bebida láctea esportiva 
 
O produto proposto neste trabalho foi denominado bebida láctea seguindo a 
legislação vigente, na qual define como bebida láctea o “…produto lácteo resultante da mistura 
do leite ... e soro do leite...” e no qual “... a base láctea representa pelo menos 51% (cinquenta 
e um por cento) massa/massa (m/m) do total de ingredientes do produto.” (BRASIL, 2005). 
Considerando que o produto proposto é fermentado e adicionado de outras substâncias 
alimentícias, o produto é classificado como “bebida láctea fermentada com adição”.  
A bebida láctea esportiva foi inicialmente preparada seguindo a formulação padrão 
proposta no projeto, descrita no item 3.5. A produção seguiu, com adaptações, os procedimentos 
descritos por Pereira (2012). O probiótico escolhido para a produção da bebida foi o B. animalis 
subsp. lactis (BB12).  
A bebida apresentou em sua composição 83,82% de umidade e 16,18% de sólidos 
totais, dentre os quais 6,31% correspondia a proteínas e 0,47% cinzas. O pH do produto no 
momento do envase foi de 4,6±0,0. Com relação à composição microbiológica, não foi 
detectada a presença de bolores e leveduras, coliformes à 45°C e Salmonella sp. A cultura 
probiótica apresentou contagem satisfatória acima de 8 log UFC/mL. Estes parâmetros estão de 
acordo com a legislação específica para bebida láctea fermentada (BRASIL, 2005). 
 
 
4.5.1. Otimização sensorial 
Após produção e avaliação da formulação padrão foram iniciados os testes 
sensoriais para otimização do produto.  
Inicialmente, foi realizado o teste de Ordenação por Preferência para definir, dentre 
diversas marcas, o corante/aromatizante a ser utilizado no produto, aplicado para 35 provadores. 
A Figura 10 mostra a distribuição da preferência entre as combinações de 
corantes/aromatizantes oferecidas. Neste teste, a maioria dos participantes (51%) demonstrou 




Figura 10. Preferência dos provadores sobre formulações da bebida láctea esportiva com 




Nas duas etapas seguintes de otimização sensorial do produto, foram realizados 
testes de Escala do Ideal para definição da concentração ideal de emulsão a ser adicionada ao 
produto (n=39 provadores) e a concentração ideal de frutose (n=33 provadores). Os resultados 
estão descritos na Figura 11. Ao aplicar a equação da reta resultante das distribuições obtidas 
nos testes, a concentração ideal para emulsão foi de 0,22% e de frutose, 6,4%. 
O uso de edulcorantes e aromatizantes em alimentos é justificado quando há 
melhora das condições do produto, consistindo em vantagem tecnológica, desde que estejam 
esgotadas as possibilidades de alteração no processamento para atingir tal objetivo (TONETTO 
et al., 2008). Sabe-se também que a aceitação de um produto pelo consumidor depende de 
diversos fatores sensoriais, dentre eles a cor, embora seja um parâmetro subjetivo 
(CONSTANT; STRINGHETA; SANDI, 2002).  
 Durante a aplicação dos testes sensoriais foi reportado pelos provadores que o 
atributo viscosidade deveria ser melhorado. A legislação não indica os parâmetros de 
viscosidade para bebidas lácteas, mas descreve que este tipo de produto deve ser líquido, 
podendo possuir diferentes graus de viscosidade segundo sua composição (BRASIL, 2005).  
 
 


































Nesta etapa foi observada que a bebida produzida apresentava viscosidade muito 
acima do padrão observado no mercado. Almeida (2001) destacou em seu trabalho que a 
viscosidade das diferentes formulações de bebida láctea estudadas aumentou de acordo com o 
teor de sólidos solúveis do produto. Desta forma foi realizada, portanto, alteração do teor de 
sólidos da bebida por meio da diminuição da adição de leite em pó, passando de uma 
concentração de 10% para 6% que apresentou menor viscosidade. O concentrado proteico de 
soro de leite contribui para o aumento da viscosidade (ANTUNES; CAZETTO; BOLINI, 
2004), bem como a adição de maltodextrina porém, sendo ingredientes fundamentais do 
produto, seus percentuais de adição não foram alterados. 
Também foi apontada pelos provadores a elevada acidez do produto e, portanto, foi 
realizada uma comparação do pH com outras marcas. Apesar dos provadores relatarem 
demasiada acidez no produto, foi observado que o pH da bebida esportiva estava próximo ao 
pH de produtos semelhantes disponíveis no mercado. Isso leva a crer que a descrição correta da 
sensação observada pelos provadores seria “adstringência”, típica do fruto romã atribuída à 
interação dos polifenóis, principalmente taninos  (BANERJEE et al., 2013; CARBONELL-
BARRACHINA et al., 2012; FISCHER; CARLE; KAMMERER, 2011; SCALBERT, 1991; 
TROSZYŃSKA et al., 2010) com proteínas salivares ricas em prolina (BARTOLOMÉ; 
ESTRELLA; HERNÁNDEZ, 2000). 
Figura 11. Teste de Escala do Ideal para determinação da concentração ideal de A) emulsão de frutas vermelhas B) frutose a ser 
adicionada na bebida láctea esportiva em desenvolvimento. 
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Considerando que a bebida esportiva desenvolvida apresentou parâmetro de pH 
compatível com o mercado, este parâmetro não foi alterado. 
O último teste sensorial realizado foi o de aceitação global do produto, no qual o 
produto otimizado foi avaliado por 90 provadores utilizando uma escala hedônica de 9 pontos, 
classificando os aspectos cor, aroma, textura, sabor. A média dos valores obtidos neste teste 
estão apresentados na Figura 12. 
De modo geral, a avaliação dos provadores com relação à bebida desenvolvida foi 
bastante positiva, uma vez que a maioria das notas atribuídas estavam classificadas entre 
“gostei” e “gostei muitíssimo” para todos os parâmetros.  
 
 
Figura 12. Distribuição das notas para os atributos avaliados por Teste de Aceitação da bebida 
esportiva 
 
O índice de aceitabilidade pode ser calculado pela formula descrita por Teixeira et 
al. (1987): 
IA (%) = A × 100/B  
Onde, A = nota média obtida para o produto; B = nota máxima dada ao produto. 
A bebida desenvolvida apresentou índice de aceitabilidade de 86,2% classificada 
























(1= desgostei muitíssimo; 9= gostei muitíssimo)
Aroma Cor Sabor Textura Geral
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No teste de aceitação também foram coletadas informações sobre as características 
positivas e negativas do produto, no qual os provadores poderiam expressar livremente o que 
“mais gostou” e o que “menos gostou” na bebida. Os parâmetros mais indicados como positivos 
foram aroma e sabor. A acidez do produto foi indicada com mais frequência como aspecto 
negativo da bebida. 
A atitude dos provadores com relação à compra do produto, caso estivesse a venda, 
foi avaliada na última questão da ficha de forma objetiva. Os resultados desta avaliação estão 













  Dentre os diversos fatores que direcionam a intenção de compra de produtos 
alimentares, Reis (2007) explica em seu trabalho que esta é formada na primeira interação do 
consumidor com o produto, ou seja, inicialmente pelo aspecto visual. Entretanto, os demais 
atributos sensoriais confirmam esta escolha e determinam a continuidade na compra do produto 
(REIS, 2007). No teste de aceitação realizado, apesar de relatado pelos provadores o 
descontentamento com relação à acidez do produto, a intenção de compra foi alta, com 80% 
das intenções positivas (certamente compraria= 26% e provavelmente compraria = 54%).  
É importante salientar que, além dos atributos sensoriais, os estudos da área têm 
mostrado que há uma relação entre a escolha dos alimentos e a percepção de saúde e bem-estar 
do consumidor (MEISELMAN, 2013). Uma vez que os elementos da bebida possuem apelo 








Tenho dúvida se compraria
Provavelmente não compraria
Certamente não compraria
Figura 13. Intenção de compra da bebida láctea esportiva. 
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4.6. Caracterização da formulação final (bebida otimizada) 
 
4.6.1. Perfil físico-químico, centesimal e microbiológico 
 
O produto otimizado foi caracterizado segundo perfil físico-químico, composição 
centesimal e microbiológica, com acompanhamento do perfil microbiológico do produto 
durante os 28 dias de estocagem. Foram realizados dois processamentos independentes para 
obtenção e caracterização da bebida. A composição centesimal e parâmetros físico-químicos da 
formulação final estão descritos na Tabela 12. 
A bebida láctea esportiva desenvolvida atendeu aos requisitos estabelecidos em 
legislação própria, Instrução Normativa 16 – MAPA (BRASIL, 2005) e legislação geral de 
qualidade microbiológica de alimentos, RDC 12 – ANVISA (BRASIL, 2001). 
Harwalkar & Kalab (1986) apontam alguns fatores que influenciam a viscosidade 
de bebidas lácteas, tais como o teor de sólidos totais, a composição do leite o tratamento térmico 
e as culturas bacterianas. No presente trabalho foi possível observar que a diminuição do teor 
de sólidos totais durante a otimização do produto causou diminuição da viscosidade do produto.  
 
Tabela 12. Parâmetros físico-químicos, composição centesimal e perfil 
microbiológico da formulação de bebida láctea esportiva otimizada 
 
Parâmetro Valor  
pH 4,65 ± 0,00 
acidez titulável (% ácido láctico) 0,74 ± 0,01 
cinzas (%) 0,48 ± 0,23 
umidade (%) 83,03 ± 0,23 
sólidos totais (%) 16,97 ± 0,23 
gorduras totais (%) 0,56  ± 0,06 
Açúcares   
frutose (g/100g) 6,14 
galactose (g/100g) ND < 0,20* 
glicose (g/100g) 1,71 
lactose (g/100g) 1,36 
sacarose (g/100g) ND < 0,20* 
proteína (%) 3,41 ± 0,07 
valor calórico (Kcal) em 140 mL 77 kcal 
Coliformes à 35 e à 45°C (NMP/mL) < 1 log  
Salmonella ausência 
Bifidobacterium lactis - BB12 (log UFC/ml) 9,25 ± 0,09 





Apesar desta diminuição, este valor ainda foi maior do que observado em bebidas 
disponíveis no mercado. Tal fato pode ser atribuído à adição de whey protein no produto, uma 
vez que este componente aumenta a viscosidade aparente de bebidas lácteas (MAGENIS et al., 
2006). O produto desenvolvido apresentou comportamento pseudoplástico, no qual a 
deformação é inversamente proporcional à viscosidade aparente (Figura 14). Tal 
comportamento foi igualmente observado por Cunha et al. (2008) para bebidas lácteas 
adicionadas de concentrado proteico de soro de leite. 
Cunha et al. (2008) descreveram também valores de composição centesimal de 
bebida láctea semelhantes aos encontrados no presente estudo, com exceção de proteínas e 
lipídeos. Uma vez que a bebida láctea esportiva foi preparada com leite em pó desnatado e 
adicionada de whey protein, essas diferenças são esperadas. 
 
 
Figura 14. Viscosidade aparente (cP) da bebida láctea esportiva otimizada durante o armazenamento de 28 dias. 
 
 
A cultura probiótica utilizada (B. animalis – BB12) permaneceu viável em alta 
contagem durante todo o período de armazenamento, conforme apresentado na Tabela 13. Ao 
5 RPM 10 RPM 20 RPM 50 RPM 100 RPM
0 1280.0 813.3 506.7 290.7 209.3
7 dias 1573.3 993.3 630.0 348.0 232.0
14 dias 1573.3 980.0 626.7 352.0 244.0
21 dias 1533.3 946.7 610.0 352.0 197.3





















taxa de deformação (RPM)
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avaliar as propriedades probióticas de um yogurt simbiótico suplementado com suco de romã, 
Arjmand e colaboradores (2012) mostraram o mesmo comportamento para a cepa BB12, no 
qual as culturas não foram severamente afetadas durante a vida de prateleira de 28 dias, 
apresentando viabilidade de 93%. A cepa, inclusive, se mostrou superior à cultura L. 
acidophilus (LA5) na matriz alimentar estudada (ARJMAND et al., 2012).  
Antunes et al. (2005) encontraram leve efeito protetor do WPC em cepa de 
Bifidobacterium longum, em concordância com os achados de Dave & Shah (1998). Martín-
Diana et al. (2003) também observaram o mesmo efeito protetor do WPC para cultura de BB12 
encontrado no presente trabalho. Inclusive, relatam que este efeito não se repetiu para a cepa 
de Lactobacillus acidophilus (LA5) na matriz avaliada.  
 
 
Tabela 13. Perfil microbiológico da bebida láctea esportiva otimizada, acompanhado durante a vida de 








bolores e leveduras 
(log UFC/mL) 
B. animalis BB12 
(log UFC/mL) 
Inicial < 1± 0,00 < 1± 0,00 < 1± 0,00 9,25 ± 0,09 
14 dias < 1± 0,00 < 1± 0,00 0,59± 9,14  8,77± 0,01 
28 dias < 1± 0,00 < 1± 0,00 < 1± 0,00 8,23± 0,53 
 
 
4.6.2. Perfil antioxidante 
 
O conteúdo antioxidante do produto otimizado apresentou diferenças se comparado 
com a formulação padrão (Tabela 14). Em linhas gerais, a otimização do produto proporcionou 
uma melhora na atividade antioxidante e na composição de fenólicos totais no produto. 
É conhecida a interação entre fenólicos e diversos componentes alimentares, tal 
como as proteínas (CHEUCZUK; ROCHA, 2014; SERAFINI et al., 2009). A diminuição da 
concentração de leite em pó desnatado na formulação otimizada pode ter contribuído para a 
diminuição destas interações, consequentemente, permitindo maior disponibilidade destes 
compostos. 
A atividade antioxidante do leite já está bem descrita na literatura. Sabe-se que 
existem diversos componentes, enzimáticos e não-enzimáticos que atuam como pró- e 
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antioxidantes, tais como as peroxidases, catalases, lactoferrinas e vitaminas. Essa atividade no 
leite está condicionada, dentre outros, à alimentação do animal, à microbiota do produto e ao 
uso de aditivos a esta matéria-prima (ARJMAND, 2011; O’CONNELL; FOX, 2001). A adição 
de probiótico e/ou prebióticos ao produto também tem se mostrado positiva no sentido de 
potencializar a atividade antioxidante desta matriz (BARUZZI et al., 2017; MADHU; 
AMRUTHA; PRAPULLA, 2012). 
 Apesar de consistir em matéria-prima de interesse para suplementação com polifenóis, 
há uma divergência entre os resultados dessa adição. Alguns estudos indicam um resultado 
positivo devido ao potencial de incremento na atividade antioxidante do leite com a adição de 
fitoquímicos ricos em componentes antioxidantes (ARJMAND et al., 2012; NAJGEBAUER-
LEJKO et al., 2011; O’CONNELL; FOX, 2001). Outros estudos demonstram problemas na 
disponibilidade destas substâncias quando adicionadas à matriz láctea, indicando que esta 
suplementação pode ser negativa do ponto de vista metabólico (SENGUL; SUREK; NILUFER-
ERDIL, 2014; SERAFINI et al., 2009). Ainda, Dubeau et al. (2010) mostram que a adição de 
polifenóis à esta matriz pode causar aumento ou diminuição da atividade antioxidante 
dependendo da reação/método avaliado. 
A determinação de perfil antioxidante do produto foi realizada utilizando quatro 
métodos diferentes. Com exceção do método ORAC, todos os métodos apresentarem valores 
maiores para o produto otimizado se comparado com a formulação padrão, com diferença 
estatística significativa. Além disso, foi possível observar o papel do suco de romã ao produto 
desenvolvido, que incrementou a atividade antioxidante da base láctea. 
Neste cenário é importante destacar o uso da emulsão de frutas vermelhas como 
aromatizante e corante do produto. Embora a literatura não especifique a influência dos corantes 
na atividade antioxidante dos produtos alimentícios, os resultados indicam que a adição de 
emulsão de frutas vermelhas pode ter contribuído para o aumento dos valores de fenólicos totais 
e da atividade antioxidante da bebida, conforme observado na Tabela 14. Apesar do incremento 
observado não apresentar diferença estatística significativa, esta possibilidade deve ser levada 
em consideração. Este tipo de ingrediente por apresentar coloração pode ser capaz de reagir nos 
métodos colorimétricos, que avaliam a absorbância dentro de um feixe de luz relativo a uma 
cor. Com relação ao método ORAC, este avalia a capacidade de inibição do radical peroxil, 
através da emissão de fluorescência resultante da reação com a fluoresceína, que são 






Tabela 14. Tabela comparativa do perfil antioxidante das duas formulações da bebida láctea esportiva contendo probiótico (B. animalis subsp. lactis BB12), whey protein 
e suco de romã (Punica granatum L). 
Amostra 





















B 363,33 ± 131,72 A 268,48 ± 35,08 B 1150,52 ± 182,79 B   877,43 ± 165,76 B 578,03 ± 91,44 B   400,08 ± 17,33 B 4,47 ± 3,92 B 13,45 ± 2,66 B 27742,88 ± 5039.58 A 21966,39 ± 6388,03 A 
B + E 352,05 ± 36.08 A 327,13 ± 92,80 A,B 1093,51 ± 161,64 B   905,21 ± 137,76 B 402,55 ± 57,41 B   645,82 ± 57,26 B 4,61 ± 1,93 B 11,93 ± 5,12 B 24469,16 ± 9970,69 A 16495.66 ± 6571,36 A 
C 494,56 ± 135,70 A 456,81 ± 102,45 A 3680,50 ± 681,28 A 4264,93 ± 477,80 A 1824,58 ± 138,20 A 1799,27 ± 259,35 A 26,36 ± 3,51 A 30,16 ± 3,72 A 30595,05 ± 3141,44 A 20684.53 ± 7514,59 A 
 
B= base láctea; B+E= base láctea adicionada de emulsão de frutas vermelhas; C= bebida láctea esportiva (complete) 
Apresentação da média de amostras provenientes de duas bateladas diferentes e desvio padrão; 





4.7. Simulação da digestão gastrointestinal (digestão in vitro) 
 
4.7.1. Sobrevivência da cepa probiótica (BB12) 
 
A cepa probiótica utilizada para produção da bebida esportiva apresentou alta taxa 
de sobrevivência em todas as fases do modelo estático de digestão in vitro aplicado (Figura 15). 
Embora os probióticos possuam uma certa capacidade de sobreviver à digestão 
devido à sua tolerância ao ácido e à bile (Lo Curto et al., 2011), a sobrevivência da cepa também 
pode estar condicionada à matriz envolvida e à especificidade da cepa. Por exemplo, o efeito 
protetor da proteína do soro do leite foi relatado na literatura para espécies de Bifidobacterium, 
mas refutado para cepas específicas de Lactobacillus (Antunes et al., 2005; Martín-Diana et al., 
2003). 
Desta forma, os resultados obtidos indicaram que a cepa BB-12 é robusta sob as 
condições gastrointestinais testadas e na matriz proposta. Esses achados concordam com os 
resultados encontrados na literatura para essa cepa específica, conforme apresentado por 












Figura 15.  Sobrevivência da cepa probiótica BB12 em bebida láctea esportiva durante a 
















































4.7.2. Atividade antioxidante e disponibilidade de compostos fenólicos. 
 
Segundo a Food and Drug Administration (FDA), a determinação da 
disponibilidade indica a porção dos compostos que pode ser absorvida e estima a quantidade 
disponível na circulação sanguínea. Considerando que muitos dos efeitos atribuídos ao 
consumo de compostos bioativos apresentam uma dose-resposta, esse tipo de investigação 
tornou-se mais frequente e valorizado na área de alimentos funcionais (REIN et al., 2013) a fim 
de garantir que o efeito atribuído seja realmente observado no metabolismo. 
Desta forma, foi realizado um estudo da disponibilidade dos compostos fenólicos 
presentes na bebida láctea desenvolvida (Tabela 15). Para esta avaliação, a bebida foi submetida 
à digestão gastrointestinal (in vitro) utilizando um modelo estático. As amostras apresentaram 
um aumento na concentração dos compostos fenólicos após cada fase de digestão, atingindo 
aproximadamente 1416,70 mg EAG/L ao final da simulação (aproximadamente o dobro da 
concentração inicial). 
A literatura científica suporta estes achados ao descrever as ligações entre proteína 
e fenólicos, especialmente com as proteínas do soro do leite, que possivelmente ocorreram na 
matriz. Estas ligações podem ter sido quebradas após a ação enzimática (JAKOBEK, 2015; 
ZHANG et al., 2014). Arts e colaboradores (2002) relataram o poder das proteínas do leite em 
mascarar  a capacidade antioxidante de chás. Anteriormente, Van Het Hof et al. (1998) 
indicaram que a biodisponibilidade das catequinas do chá não era prejudicada pela proteína do 
leite, sugerindo que há atuação do sistema digestivo na biodisponibilidade desses compostos. 
Diferentes resultados foram apresentados por Sengul et al. (2014) que estudaram a 
co-digestão de suco de romã e diversas matrizes alimentares, incluindo iogurte probiótico. Em 
seu estudo, matrizes como leite, pão, amido e iogurte probiótico afetaram negativamente a 
concentração de compostos fenólicos na digestão gastrointestinal simulada.  
Apesar dos compostos fenólicos apresentarem certa estabilidade em condições 
ácidas, alguns relatos na literatura indicam que é possível que alguns destes sejam degradados 
no estômago, explicando assim esse comportamento negativo (LEWANDOWSKA et al., 2013; 
SCALBERT et al., 2002). Uma redução na concentração de compostos fenólicos de suco de 
romã foi descrita por Pérez-Vicente et al. (2002) após a fase entérica da digestão. Entretanto, 
não foram observadas diferenças entre os valores iniciais e após a digestão gástrica do suco.  
A possibilidade de bioconversão de compostos pode também justificar as diferenças 
de concentrações durante simulação da digestão gastrointestinal (SADEGHI EKBATAN et al., 
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2016). Cabe ressaltar que a bioconversão pode ser atribuída não somente à ação das enzimas 
digestivas, mas também à participação da microbiota (cepas probióticas) que pode ser 
influenciada pela alteração das condições ambientais as quais foram submetidas (RODRÍGUEZ 
et al., 2009). 
Neste cenário, novamente é importante destacar a reposta dos métodos de análise 
de fenólicos e antioxidantes aplicados outros componentes, tais como proteínas e vitaminas. A 
bioconversão e alteração das concentrações destes compostos inevitavelmente pode ser 
detectada por meio dos métodos colorimétricos (EVERETTE et al., 2010).  
A porção dialisada simulou a quantidade absorvida e disponível para o sistema 
circulatório, nas condições testadas. Estas amostras apresentaram em média 197,68 mg EAG/L 
de compostos fenólicos totais, resultado similar ao encontrado por Sengul et al. (2014) em 
diversos gêneros alimentícios co-digeridos com suco de romã. Diferentes resultados foram 
encontrados para a digestão de maçãs (BOUAYED et al., 2012), com menores concentrações 
de compostos fenólicos no conteúdo dialisado. 
 
 
Tabela 15. Perfil antioxidante da bebida otimizada durante a simulação da digestão gastrointestinal  











média dp média dp média dp média dp Média dp 
Bebida (inicial)  608,11 B 59,19 5882,23 B 931,57 3168,86 B 18,26 37,04 B 0,81 25787,52 A,B 1517,92 
Fase gástrica 1171,73 A 110,98 9706,83 A 640,92 3988,31 B 75,41 59,08 A 0,11 36580,92   A 14147,14 
Fase entérica 1416,70 A 83,16 5897,06 B 579,66 15605,27 A 927,10 9,91 D 3,26 25246,32 A,B 13216,71 
Dialisado 197,68 C 21,11 479,14 C 80,92 5696,74 B 1732,36 18,69 C 1,18 4899,12   B 1963,91 
 
Média de amostras provenientes de duas bateladas diferentes; dp=desvio padrão. 
Letras iguais em uma mesma análise (coluna) indicam que não há diferença estatística segundo o Teste de Tukey (p<0.1). 
 
 
Os principais compostos fenólicos presentes na bebida e nas amostras digeridas 
foram quantificados utilizando HPLC (EXTRACT-US system) (Figura 16). Os compostos 
identificados estão apresentados na Tabela 16 assim como as concentrações obtidas durante a 
digestão simulada. Para efeito comparativo, nesta etapa foi utilizada a mesma quantidade de 
suco de romã adicionada à bebida láctea (28%) como concentração inicial a fim de determinar 
se as espécies químicas do suco de romã estavam disponíveis para absorção. 
Na fase gástrica podem ser observadas reduções nas concentrações de α, β 
punicalagina e derivados do ácido elágico, diferentemente do que ocorre com o ácido elágico, 
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que apresentam um aumento em sua concentração. Isso ocorre possivelmente devido à 
degradação ácida da punicalagina. Ademais, os resultados indicam que a degradação 
microbiológica e/ou enzimática das espécies de punicalagina em ácido elágico e seus derivados 
continuou durante a fase entérica, causando reduções adicionais nas concentrações de 
punicalagina e aumento nas concentrações de ácido elágico e seus derivados.  
As espécies de punicalaginas apresentaram concentrações máximas na fase 
gástrica, enquanto que para o ácido elágico e seus derivados estas concentrações máximas 
foram encontradas na fase entérica. O conteúdo dialisado apresentou uma pequena quantidade 
de α-punicalagina e ácido elágico e vestígios dos outros compostos identificados, indicando 
















Figura 16. Perfil cromatográfico de amostras da bebida láctea esportiva desenvolvida nas fases de digestão 
simulada. 
 
Estes dados indicam que, sob estas condições, parte dos compostos fenólicos 
identificados estão disponíveis para a difusão na membrana. É importante ressaltar que estudo 
identificou apenas compostos com absorção em comprimento de onda de 370nm, parâmetro 
encontrado em estudos que avaliaram compostos fenólicos em romã (MORZELLE et al., 2019; 
TORTORA et al., 2018). Portanto, outras espécies químicas antioxidantes podem estar 













1 2 3 4 







(28% de suco de romã) 
1 – α – punicalagina 
2 – β – punicalagina 
3 – derivados do ácido elágico 
4 – ácido elágico 
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presentes na bebida e no conteúdo dialisado, mas não foram determinados neste trabalho. Este 
fato explica a diferença de concentração observada no método de Folin-Ciocalteau, no qual os 
compostos fenólicos apresentaram um aumento na fase gástrica, diferente do padrão observado 
nas análises cromatográficas. 
Vale a pena mencionar que as concentrações encontradas no conteúdo dialisado não 
representam necessariamente a absorção máxima destes compostos sendo que estes resultados 
permitem uma estimativa da disponibilidade desses compostos na matriz alimentar proposta. 
Este método de digestão in vitro não permite considerar condições como a cinética de transporte 
ou competição que ocorrem no local da absorção in vivo  (ETCHEVERRY; GRUSAK; 
FLEIGE, 2012). Além disso, embora a maior absorção de compostos fenólicos ocorra no 
intestino delgado e no cólon, algumas dessas espécies químicas também podem ser absorvidas 
no estômago (LEWANDOWSKA et al., 2013). 
 
 
Tabela 16. Quantificação dos principais compostos fenólicos da bebida láctea esportiva em 
cada fase da simulação da digestão gastrointestinal, por meio de cromatografia líquida 
(EXTRACT-US system), expresso em mg/L. 
Compostos fenólicos 
identificados  
Fase da simulação gastrointestinal 
Concentração inicial Fase gástrica Fase entérica Dialisado 
α-punicalagina 70,60 16,07 4,07 0,07 
β-punicalagina 203,79 47,45 21,56 TR 
derivados do ácido elágico 6,07 2,87 3,23 TR 




Finalmente, in vivo, a quantidade não absorvida chega ao cólon e pode ser 
hidrolisada pela microbiota existente, que pode participar da biodisponibilidade de diversos 
compostos (LARROSA et al., 2006). Esse aspecto não foi avaliado no presente estudo, mas é 
de extrema relevância e indicado para estudos futuros. 
Com relação à determinação da atividade antioxidante (Tabela 15), cada método 
utilizado apresentou comportamento específico. Nas análises de FRAP e DPPH, a atividade 
antioxidante aumentou após a fase gástrica e diminuiu após a fase entérica, o que pode ser 
parcialmente atribuído à absorção de alguns compostos fenólicos simulada pelo conteúdo 
dialisado e que podem apresentar maior atividade especifica para estes dois métodos. 
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 Utilizando o método ABTS, foram observados aumentos na atividade antioxidante 
após todas as fases de digestão simulada, sugerindo a ativação de alguns compostos 
antioxidantes durante a digestão. Chen et al (2014) relataram a mesma tendência na digestão de 
diferentes frutas.  
O conteúdo dialisado apresentou atividade antioxidante em todos os métodos 
aplicados, o que reforça que, após a digestão, os compostos antioxidantes da bebida láctea 
esportiva são disponíveis para metabolização. 
É importante salientar que os probióticos também podem contribuir para a atividade 
antioxidante encontrada na bebida desenvolvida. A literatura indica a produção de compostos 
hidrolisáveis tais como a urolitina pela microbiota, que inclui espécies de Bifidobacterium e 
Lacbotacillus, a partir de elagitaninos complexos (BIALONSKA et al., 2010). Embora o 
presente estudo não tenha avaliado a presença de urolitina nas amostras, parte da atividade 





A bebida láctea desenvolvida apresentou boa aceitação e permitiu a manutenção da 
cepa probiótica BB12 durante todo o período de armazenamento, com alta atividade 
antioxidante. 
 Após a digestão simulada, os componentes funcionais da bebida (probióticos e 
compostos fenólicos da romã) apresentam estabilidade e disponibilidade, o que contribui para 
o cumprimento da funcionalidade atribuída na literatura. A sobrevivência da cepa probiótica 
em todos os testes comprova a robustez da cepa e mostra que a matriz alimentar proporcionou 
condições para sua manutenção do microrganismo. A presença de atividade antioxidante no 
dialisado indica uma disponibilidade para absorção, corroborando seu potencial funcional.  
Apesar dos resultados positivos encontrados, o estudo da disponibilidade dos 
compostos fenólicos em matrizes lácteas ainda é um desafio devido às suas interações com as 
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